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DESCRIPCION
Virus de la gripe recombinantes para vacunas y terapia génica
Antecedentes de la invencion

La capacidad para generar virus de ARN infecciosos a partir de ADNc clonados ha contribuido en gran medida al
conocimiento biolégico de estos patégenos y, por tanto, a mejorar los procedimientos de control de enfermedades
(Palese y col., 1996). Sin embargo, este progreso ha sido relativamente limitado para los virus de ARN con sentido
negativo en comparacion con los virus de ARN con sentido positivo, ya que ni el ARN viral (ARNv) genémico ni el
ARN complementario antigenémico (ARNc) de virus de ARN con sentido negativo pueden servir como molde directo
para la sintesis de proteinas. Mas bien, el ARNv, tras su encapsulacion por nucleoproteinas (NP) virales, debe
transcribirse a ARNm con sentido positivo mediante el complejo de la ARN polimerasa viral. Por tanto, la unidad
minima de replicacién esta formada por el ARNv genémico formando complejo con las NP y las proteinas de la
polimerasa. A pesar de estos obstaculos, se han establecido procedimientos de genética inversa para producir virus
de ARN con sentido negativo no segmentados, incluyendo el virus de la rabia (Snell y col., 1994), virus de la
estomatitis vesicular (Lawson y col., 1995; Whelan y col., 1995), virus del sarampién (Radecke y col., 1995), virus
respiratorio sincitial (Collins y col., 1995), virus Sendai (Garcin y col., 1995; Kato y col., 1996), virus de la peste
bovina (Baron y col., 1997), virus de la parainfluenza humana de tipo 3 (Hoffman y col., 1997) y SV5 (He y col.,
1997).

Las familias Orthomyxoviridae, Arenaviridae y Bunyaviridae contienen genomas de ARN con cadena negativa
segmentado e incluyen varios patégenos humanos y animales, por ejemplo, los virus de la gripe de tipos A, By C
(Orthomyxoviridae), virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV) (Arenaviridae) y virus de la encefalitis y de la fiebre
hemorragica (Bunyaviridae, Arenaviridae). Sus genomas estan compuestos de dos (Arenaviridae), tres
(Bunyaviridae) o de seis a ocho (Orthomyxoviridae) moléculas de ARN de cadena sencilla de polaridad negativa
(complementarias al ARNm). Los ARNv interaccionan con NP y con la ARN polimerasa dependiente de ARN viral
para formar complejos ribonucleoproteina (RNP). Los RNP se rodean de una bicapa lipidica derivada de la célula
hospedadora. En esta envuelta se insertan glucoproteinas virales, que esencialmente son para la union al receptor y
la entrada en la célula hospedadora. De este modo, la generacidon de virus de ARN con sentido negativo
segmentado a partir de ADNc clonado supone un desafio formidable, ya que tiene que producirse un ARNv
separado para cada segmento génico.

Bridgen y Elliott (1996) produjeron un virus Bunyamwera (familia Bunyaviridae) a partir de ADNc clonado que
codificaba tres segmentos del ARNv con sentido positivo antigenémico. Sin embargo, la eficacia de recuperacion del
virus era baja. Ninguno de los ortomixovirus, que contienen seis (thogotovirus), siete (virus de la gripe C) u ocho
(virus de la gripe A y B) segmentos de ARN con sentido negativo se han producido por completo a partir de ADNc
clonado. Esta demora en el progreso se ha dejado notar mas intensamente en los esfuerzo para controlar las
infecciones por el virus de la gripe.

Palese y colaboradores (Enami y col., 1990) han sido pioneros en sistemas de genética inversa dependientes de
virus auxiliares para el virus de la gripe A (Figura 1A). En sus aproximaciones, los complejos RNP se generan
mediante la sintesis del ARNVv in vitro en presencia de polimerasa purificada y de proteinas NP y, a continuacion, se
utilizan para transfectar células eucariotas. La infecciéon posterior con el virus auxiliar de la gripe A da lugar a la
generacion de virus que poseen un gen derivado del ADNc clonado. Un segundo procedimiento, desarrollado por
Neumann y col. (1994), se basa en la sintesis in vivo de ARNv mediante la ARN polimerasa | (Figura 1B), una
enzima celular que transcribe el ARN ribosémico que carece tanto de la caperuza 5 como de la cola poli A 3’. Las
células infectadas con el virus de la gripe y transfectadas con un plasmido que contiene el ADNc del virus de la gripe
clonado, flanqueado por las secuencias promotora y terminadora de la ARN polimerasa | murina, condujeron a la
produccion de virus transfectantes. Sin embargo, con ambos procedimientos deben seleccionarse transfectantes a
partir de un extenso fondo de virus auxiliares, lo que requiere un potente sistema de seleccidon y complica la
generacion de virus con crecimiento defectuoso.

Mena y col. (1996) desarrollaron un sistema para generar particulas similares a virus (PSV) incompetentes para la
replicacion, en el que se transcribe in vitro un gen indicador que codifica un ARNv similar al virus de la gripe y se
transfecta en células eucaritticas. Todas las diez proteinas del virus de la gripe se expresan a partir de plasmidos
bajo el control de un promotor de la ARN polimerasa T7. Cuando las células transfectadas se infectan con un virus
de la variolovacuna recombinante que expresa la ARN polimerasa T7, producen PSV de la gripe. Sin embargo, la
eficacia del sistema es baja: en el 25 % de los experimentos, los investigadores no consiguieron detectar una
expresion del gen indicador. Ademas, el virus de la variolovacuna expresa mas de 80 proteinas, cualquiera de las
cuales podria afectar al ciclo vital del virus de la gripe.

Por tanto, lo que es necesario es un procedimiento para preparar virus de ARN con cadena negativa segmentado,
por ejemplo, ortomixovirus, tales como los virus de la gripe A, completamente a partir de ADNc clonados.

Resumen

La presente invencién se refiere a las realizaciones como se define en las reivindicaciones. En particular, la
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invencion se refiere a una célula puesta en contacto con una pluralidad de vectores del ortomixovirus, que
comprende:

(i) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de PA del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(i) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de PB1 del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(iii) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de PB2 del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacion de la transcripcion,

(iv) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de HA del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(v) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de NP del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacion de la transcripcion,

(vi) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de NA del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(vii) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de M del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(viii) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de NS del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacion de la transcripcion,

(ix) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido PA de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion,

(x) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido PB1 de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion,

(xi) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido PB2 de la gripe y unido a una secuencia de terminacioén de la transcripcion, y

(xii) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido NP de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion

en la que dicha célula expresa el ortomixovirus. La invencién se refiere adicionalmente a una célula puesta en
contacto con una pluralidad de vectores del ortomixovirus que comprende:

(i) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de PA del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacion de la transcripcion,

(i) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de PB1 del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(iii) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de PB2 del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(iv) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a ADNc de HA del virus de la gripe unido a una
secuencia de terminacion de la transcripcion,

(v) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de NP del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(vi) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de NA unido a una secuencia de
terminacion de la transcripcion,

(vii) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de M del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(viii) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de NS del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(ix) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido PA de la gripe y unido a una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(x) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
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polipéptido PB1 de la gripe y unido a una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(xi) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido PB2 de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion,

(xii) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido NP de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion

(xiii) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido HA del virus de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion,

(xiv) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido NA del virus de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion,

(xv) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido M1 del virus de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion,

(xvi) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido M2 del virus de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion, y

(xvii) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido NS2 del virus de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion.

en la que dicha célula expresa el ortomixovirus.

La divulgacion también proporciona al menos uno de los siguientes vectores aislados y purificados: un vector que
comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de PA del virus de la gripe unido a una secuencia de
terminacién de la transcripcién, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de PB1
del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion, un vector que comprende un promotor
unido de forma operativa a un ADNc de PB2 del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la
transcripcion, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de HA del virus de la gripe
unido a una secuencia de terminacién de la transcripcion, un vector que comprende un promotor unido de forma
operativa a un ADNc de NP del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacién de la transcripcién, un vector
que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de NA unido a una secuencia de terminacion de la
transcripcion, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de M del virus de la gripe
unido a una secuencia de terminacién de la transcripcion, y un vector que comprende un promotor unido de forma
operativa a un ADNc de NS del virus de la gripe unido de forma operativa a una secuencia de terminacion de la
transcripcion. El ADNc puede tener orientacion sentido o complementaria en relacion con el promotor. De este modo,
un vector dado a conocer en el presente documento, puede codificar una proteina del ortomixovirus (sentido) o
ARNv (complementario). Puede emplearse cualquier promotor para expresar una proteina viral. Los promotores
preferidos para los vectores que codifican ARNv incluyen, pero sin limitaciéon, un promotor de la ARN polimerasa |,
un promotor de la ARN polimerasa Il, un promotor de la ARN polimerasa lll, un promotor T7 y un promotor T3.
Adicionalmente se prefiere que el promotor de la ARN polimerasa | sea el promotor de la ARN polimerasa | humana.
Las secuencias de terminacion de la transcripcion preferidas para los vectores que codifican el ARNv incluyen, pero
no estan limitadas a, una secuencia de terminacién de la transcripcién de la ARN polimerasa |, una secuencia de
terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa Il o una secuencia de terminacién de la transcripcion de la
ARN polimerasa Ill o una ribozima. Preferiblemente, los vectores comprenden ADNc de la gripe, por ejemplo, ADN
de la gripe A (por ejemplo, cualquier gen de la gripe A que incluye cualquiera de los 15 subtipos de HA o de los 9
subtipos de NA), B o C (véase los Capitulos 45 y 46 de Fields Virology (Fields y col. (editores), Lippincott-Raven
Publ. Filadelfia, PA (1996), aunque se prevé que pueden emplearse el/los gen/es de cualquier virus en los vectores
o procedimientos de la invencién dados a conocer en el presente documento.

La divulgacion proporciona una composicion que comprende una pluralidad de los vectores de ortomixovirus dados
a conocer en el presente documento. En una realizacion, la composicion comprende: a) al menos dos vectores
seleccionados de un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de PA del virus de la
gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion, un vector que comprende un promotor unido de
forma operativa a un ADNc de PB1 del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion, un
vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de PB2 del virus de la gripe unido a una
secuencia de terminacion de la transcripciéon, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un
ADNc de HA del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacién de la transcripcion, un vector que
comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de NP del virus de la gripe unido a una secuencia de
terminacion de la transcripcién, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de NA
unido a una secuencia de terminacién de la transcripcion, un vector que comprende un promotor unido de forma
operativa a un ADNc de M del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacién de la transcripcion, y un vector
que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de NS del virus de la gripe unido a una secuencia
de terminacion de la transcripcion; y b) al menos dos vectores seleccionados de un vector que codifica PA del virus
de la gripe, un vector que codifica PB1 del virus de la gripe, un vector que codifica PB2 del virus de la gripe y un
vector que codifica NP del virus de la gripe. Preferiblemente, los vectores que codifican proteinas virales
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comprenden adicionalmente una secuencia de terminacién de la transcripcion. Se prefiere que un promotor para los
vectores que comprenden el ADNc del virus de la gripe, incluya un promotor de la ARN polimerasa |, un promotor de
la ARN polimerasa Il, un promotor de la ARN polimerasa Ill, un promotor T7 y un promotor T3. También se prefiere
que cada vector que comprende el ADNc del virus de la gripe comprenda una secuencia de terminacion de la
transcripcién, tal como una secuencia de terminacién de la transcripcion de la ARN polimerasa |, una secuencia de
terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa Il o una secuencia de terminacién de la transcripcion de la
ARN polimerasa Il o una ribozima. Preferiblemente, los vectores comprenden ADN de la gripe, por ejemplo, ADN de
la gripe A,Bo C.

Mas preferiblemente, la composicion comprende una pluralidad de vectores del ortomixovirus, que comprenden: a) al
menos dos vectores seleccionados de un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma
operativa a un ADNc de PA del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN
polimerasa |, un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de
PB1 del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector
que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa al ADNc de PB2 del virus de la gripe
unido a una secuencia de terminacién de la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que comprende un
promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa al ADNc de HA del virus de la gripe unido a una
secuencia de terminacién de la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que comprende un promotor de la
ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de NP del virus de la gripe unido a una secuencia de
terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que comprende el promotor de la ARN polimerasa |
unido de forma operativa al ADNc de NA unido a una secuencia de terminacién de la transcripcion de la ARN
polimerasa I, un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa al ADNc de M
del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la ARN polimerasa | y un vector que comprende un
promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa al ADNc de NS del virus de la gripe y unido a una
secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa | y b) al menos dos vectores seleccionados de un
vector que codifica PA del virus de la gripe, un vector que codifica PB1 del virus de la gripe, un vector que codifica
PB2 del virus de la gripe, un vector que codifica NP del virus de la gripe, un vector que codifica HA del virus de la
gripe, un vector que codifica NA del virus de la gripe, un vector que codifica M1 del virus de la gripe, un vector que
codifica M2 del virus de la gripe y un vector que codifica NS2 del virus de la gripe.

Otra realizacién dada a conocer en el presente documento comprende una composicion como se ha descrito
anteriormente, que comprende adicionalmente un vector que comprende un promotor unido a las secuencias no
codificantes 5' del ortomixovirus unidas a secuencias deseadas no codificantes 3' del ortomixovirus unidas a
secuencias de terminacién de la transcripcion. La introduccion de dicha composicién en una célula hospedadoras
que permite la replicacion del ortomixovirus da lugar a un virus recombinante que comprende ARNv que se
corresponde con las secuencias del vector que comprende secuencias no codificantes 5’ del ortomixovirus unidas a
un ADNc unido a secuencias no codificantes 3’ del ortomixovirus. Preferiblemente, el ADNc esta en una orientacion
complementaria. También preferiblemente, el promotor es un promotor de la ARN polimerasa |, un promotor de la
ARN polimerasa I, un promotor de la ARN polimerasa Ill, un promotor T7 y un promotor T3. También se prefiere que
la secuencia de terminacion de la transcripcion sea una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN
polimerasa |, una secuencia de terminacién de la transcripcién de la ARN polimerasa Il o una secuencia de
terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa Il o una ribozima. Por ejemplo, el ADNc puede codificar un
epitopo inmunogénico, tal como un epitopo util para terapia contra el cancer o vacuna.

Una pluralidad de los vectores dados a conocer en el presente documento pueden unirse fisicamente, o cada vector
puede estar presente en un plasmido individual u otro, por ejemplo, vehiculo de administracion de acido nucleico
lineal.

La divulgacion también proporciona un procedimiento para preparar virus de la gripe. El procedimiento comprende
poner en contacto una célula con una pluralidad de los vectores de la invencion, por ejemplo, secuencial o
simultaneamente, empleando, por ejemplo, una composicién dada a conocer en el presente documento, en una
cantidad eficaz para obtener virus de la gripe infecciosos. La divulgacion también incluye aislar virus de una célula
que se pone en contacto con la composiciéon. Por tanto, la divulgacion también proporciona un virus aislado, asi
como una célula hospedadora puesta en contacto con la composicion o virus aislado dados a conocer en el presente
documento.

Como se describe mas adelante en el presente documento, los virus de la gripe A se prepararon completamente a
partir de ADNc clonados. La aproximacion de genética inversa descrita en este documento es muy eficaz y puede
usarse para introducir mutaciones en cualquier segmento génico y para desarrollar sistemas de administracion de
genes basados en el virus de la gripe. Por ejemplo, se transfectaron células de rifién embrionario humano (293T)
con ocho plasmidos, que codificaban cada uno un ARN viral del virus A/WSN/33 (H1N1) o A/PR/8/34 (H1N1),
flanqueado por el promotor de la ARN polimerasa | humana y el terminador de la ARN polimerasa | de ratén, junto
con plasmidos que codificaban la nucleoproteina viral y las polimerasas virales PB2, PB1 y PA. Esta estrategia
produce >1x10° unidades formadoras de placa (ufp) de virus por ml de sobrenadante a las 48 horas después de la
transfeccion. Dependiendo del virus generado, la adicion de plasmidos que expresan todas las proteinas
estructurales virales restantes condujo a un aumento sustancial de la produccion de virus, >3x10* ufp/ml. La
genética inversa también se empled para generar un virus recombinante que contenia el gen PB1 del virus
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A/PR/8/34, con todos los otros genes que representan A/WSN/33. Los virus adicionales producidos mediante este
procedimiento tenian mutaciones en el gen PA o poseian un epitopo extrafio en la cabeza de la proteina
neuraminidasa.

Ademas, se puede emplear el mismo enfoque para otros virus para generar virus de ARN con cadena negativa no
segmentados (es decir, paramixovirus, rhabdovirus y filovirus) u otros virus de ARN con cadena negativa
segmentados, por ejemplo, arenavirus, bunyavirus, por completo a partir ADNc clonado. Adicionalmente, la
expresion de ARNc en células en lugar de ARNv puede mejorar la eficacia de la generacion del virus.

El procedimiento dado a conocer en el presente documento permite una manipulacion sencilla de virus de la gripe,
por ejemplo, mediante la introduccion de mutaciones atenuantes en el genoma viral. Ademas, debido a que los virus
de la gripe inducen una fuerte inmunidad humoral y celular, la divulgacién potencia en gran medida estos virus como
vectores para vacunas, en particular en vista de la disponibilidad de variantes naturales del virus, que pueden
emplearse secuencialmente, permitiendo su uso repetitivo para terapia génica.

Por tanto, la divulgacion proporciona vectores o plasmidos aislados y purificados que expresan o codifican proteinas
del virus de la gripe o expresan o codifican el ARN de la gripe, tanto ARNv natural como recombinante. Por tanto, un
vector o plasmido dado a conocer en el presente documento puede comprender un gen o un marco de lectura
abierto de interés, por ejemplo, un gen extrafio que codifica un péptido o proteina inmunogénica utiles como una
vacuna.

Preferiblemente, el vector o plasmido que expresa el ARNv de la gripe comprende un promotor, por ejemplo, una
ARN polimerasa |, adecuado para la expresion en una célula hospedadora en particular, por ejemplo, células
hospedadoras de ave o mamifero, tal como células caninas, felinas, equinas, bovinas, ovinas o de primates,
incluyendo células humanas. También preferiblemente, los vectores o plasmidos que comprende ADN Uutil para
preparar el ARNv de la gripe comprende secuencias de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |. Para
vectores o plasmidos que contienen un gen o un marco de lectura abierto de interés, se prefiere que el gen o el
marco de lectura abierta esté flanqueado por secuencias no codificantes 5’ o 3’ del virus de la gripe, e incluso mas
preferiblemente, que el gen o el marco de lectura abierta esté unido de forma operativa a un promotor de la ARN
polimerasa | y a la secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |.

Como se describe a continuacion en el presente documento, las células 293T se transfectaron con plasmidos que
codificaban las proteinas estructurales del virus de la gripe A, junto con un plasmido que contenia el gen indicador
de la proteina de fluorescencia verde (GFP), flanqueado por un promotor y un terminador de la ARN polimerasa |. La
transcripcion intracelular de la construccion anterior mediante la ARN polimerasa | gener6 el ARNv de GFP que se
empaqueto en particulas similares al virus de la gripe. Este sistema, que produjo mas de 10* particulas infecciosas
por ml de sobrenadante, puede ser util en estudios de replicacion y formacion de particulas del virus de la gripe.
También puede beneficiar los esfuerzos en la produccion de vacunas y en el desarrollo de vectores mejorados para
terapia génica mejorados.

Por tanto, la divulgacion también proporciona una célula hospedadora, cuyo genoma aumenta de forma estable con
al menos una molécula de ADN recombinante. La molécula de ADN recombinante incluye al menos uno de los
siguientes: una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora
unido a un primer sitio lox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion
unida a un segundo sitio /ox unido a una region que codifica HA del virus de la gripe; una molécula de ADN
recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio /lox unido a un
segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a
una region que codifica NA del virus de la gripe; una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor
funcional en la célula hospedadora unida a un primer sitio lox unido a un segmento de ADN que comprende una
secuencia de parada de transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a una region que codifica M1 del virus de la
gripe; una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a
un primer sitio /ox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a
un segundo sitio /ox unido a una region que codifica NS2 del virus de la gripe; una molécula de ADN recombinante
que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio /ox unido a un segmento de
ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unido a un segundo sitio /ox unida a una region
que codifica M2 del virus de la gripe; una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en
la célula hospedadora unido a un primer sitio loxP unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de
parada de la transcripcion unido a un segundo sitio /ox unido a una regién que codifica PA del virus de la gripe; una
molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer
sitio Jox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unido a un
segundo sitio lox unido a la regién que codifica PB1 del virus de la gripe; una molécula de ADN recombinante que
comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio /ox unido a un segmento de ADN
que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a una regioén que
codifica PB2 del virus de la gripe o una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la
célula hospedadora unida a un primer sitio /ox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de
parada de la transcripcién unida a un segundo sitio /ox unido a una regién que codifica NP del virus de la gripe.
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Preferiblemente, la célula hospedadora se aumenta con una molécula de ADN recombinante que comprende un
promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio /ox unido a un segmento de ADN que
comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a una region que codifica
HA del virus de la gripe; una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula
hospedadora unido a un primer sitio /ox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de
la transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a la regién que codifica NA del virus de la gripe; una molécula de
ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio /ox unido
a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada unida a un segundo sitio /ox unido a la regién que
codifica M1 del virus de la gripe; una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la
célula hospedadora unido a un primer sito /ox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de
parada de la transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a una regién que codifica NS2 del virus de la gripe y
una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un
primer sitio Jox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcién unida a un
segundo sitio fox unido a una region que codifica M2 del virus de la gripe. Preferiblemente, los sitios lox son sitios
loxP.

La divulgacion también proporciona un procedimiento para preparar virus de la gripe infecciosos de replicacion
defectuosa. El procedimiento comprende poner en contacto una célula hospedadora que se aumenta con al menos
una molécula de ADN recombinante de la invencion, por ejemplo, que codifican HA, NA, M1, M2, NS2, PA, PB1,
PB2 o NP, con un virus de la gripe recombinante que comprende: ARNv que comprende un marco de lectura abierto
Cre y ARNv que comprenden genes del virus de la gripe no expresados por la célula hospedadora. A continuacion,
el virus se recupera de la célula hospedadora puesta en contacto Preferiblemente, el virus recombinante comprende
adicionalmente ARNv que comprende un marco de lectura abierto deseado. Alternativamente, la célula hospedadora
aumentada se pone en contacto con un vector que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido
de forma operativa a un segmento de ADN que codifica Cre, y una pluralidad de vectores que comprende cada uno
un promotor unido de forma operativa a un ADNc del virus de la gripe que no esta presente en la célula
hospedadora. A continuacion, el virus se recupera.

La divulgacion también proporciona una célula hospedadora, cuyo genoma se aumenta con una molécula de ADN
recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio /lox unido a un
segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unido a un segundo sitio /ox unido a
una region que codifica proteinas de union a superficie de la célula hospedadora; una molécula de ADN
recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio /lox unido a un
segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unido a un segundo sitio /ox unido a
una region que codifica proteinas de fusion; una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor
funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio /ox unido a un segmento de ADN que comprende una
secuencia de parada de la transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a una region que codifica M1 del virus de
la gripe; una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido
a un primer sitio /ox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unido
a un segun sitio Jox unido a una regién que codifica NS2 del virus de la gripe y una molécula de ADN recombinante
que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio /ox unido a un segmento de
ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a una region
que codifica M2 del virus de la gripe. Preferiblemente, los sitios lox son sitios /oxP.

Otra realizacion adicional es a una célula hospedadora, cuyo genoma se aumenta con una molécula de ADN
recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio lox unido a un
segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a
una regién que codifica proteinas de fusién y de unién a superficie de la célula hospedadora ; una molécula de ADN
recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio /lox unido a un
segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripciéon unido a un segundo sitio /ox unido a
una region que codifica M1 del virus de la gripe; una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor
funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio /ox unido a un segmento de ADN que comprende una
secuencia de parada de la transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a una regién que codifica NS2 del virus
de la gripe y una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora
unido a un primer sitio lox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion
unida a un segundo sitio /ox unido a una regién que codifica M2 del virus de la gripe. Preferiblemente, los sitios lox
son sitios loxP.

Las células hospedadoras aumentadas con moléculas de ADN recombinante, como se describe anteriormente en el
presente documento, son Utiles para preparar virus de la gripe infecciosos de replicacion defectuosa. Por ejemplo,
una célula hospedadora transformada de forma estable con moléculas de ADN recombinante que codifican HA, NA,
M1, M2 y NS2 se pone en contacto con una pluralidad de vectores, es decir, vectores que expresan ARNv que
comprenden un marco de lectura abierto Cre, ARNv que comprende PA, ARNv que comprende NP, ARNv que
comprende PB1, ARNv que comprende PB2 y, opcionalmente, ARNv que comprende un gen de interés; y vectores
que codifican PA, PB1, PB2 y NP.

Los procedimientos para producir virus descritos en el presente documento, que no requieren de infeccién con virus
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auxiliares, son utiles para estudios de mutagénesis viral y para la producciéon de vacunas (por ejemplo, para el SIDA,
gripe, hepatitis B, hepatitis C, rinovirus, filovirus, malaria, herpes y fiebre aftosa) y vectores para terapia génica (por
ejemplo, para cancer, SIDA, deficiencia de adenosina desaminasa, distrofia muscular, deficiencia de ornitina
transcarbamilasa y tumores del sistema nervioso central).

Por tanto, se proporciona un virus para su uso en terapia médica (por ejemplo, para una vacuna o terapia génica).
Por ejemplo, la divulgaciéon proporciona un procedimiento para inmunizar a un individuo frente a un patégeno, por
ejemplo, una bacteria, un virus, un parasito o frente a un tumor maligno. El procedimiento comprende administrar al
individuo una cantidad de al menos un virus aislado de la invencién, opcionalmente en combinacién con un
adyuvante, eficaz para inmunizar al individuo. El virus comprende ARNv que comprende un polipéptido codificado
por el patdgeno o un polipéptido especifico del tumor.

También se da a conocer un procedimiento para aumentar o incrementar la expresion de una proteina endégena en
un mamifero que tiene una indicacién o enfermedad caracterizada por una disminuciéon de la cantidad o una
carencia de la proteina enddégena. El procedimiento comprende administrar al mamifero una cantidad de un virus
aislado como se da a conocer en el presente documento eficaz para aumentar o incrementar la cantidad de la
proteina endégena en el mamifero. Preferiblemente, el mamifero es un humano.

La divulgacion también proporciona vectores y procedimientos para la producciéon recombinante de virus de cadena
positiva, por ejemplo, virus de ARN con sentido positivo. Por tanto, la divulgacion da a conocer un vector que
comprende un segmento de ADN que comprende secuencias de iniciacion de la transcripcion de la ARN polimerasa
| unidas de forma operativa a un segundo segmento de ADN que comprende secuencias de un virus de ARN con
sentido positivo, opcionalmente unido de forma operativa a un tercer segmento de ADN que comprende secuencias
de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |I. También se proporciona un procedimiento para usar el/los
vector/es para preparar virus recombinantes. El procedimiento es particularmente util puesto que se emplea ADN
clonado y técnicas de transfeccion, de modo que se evita el manejo de ARN. Ademas, la transcripcién de la ARN
polimerasa | es muy eficaz y tiene una alta fidelidad. Para virus de ARN con sentido positivo cuyo ARN genémico no
esta protegido (por ejemplo, pestivirus; virus de la hepatitis C y pivornavirus, incluyendo poliovirus, rinovirus, virus de
la hepatitis A y virus de la fiebre aftosa), un ADNc que codifica el genoma de longitud completa se introduce en
orientacion sentido gendémico entre las secuencias del promotor y del terminador de la ARN polimerasa |. La
transfeccion del plasmido en células hospedadoras permisivas produce ARN gendmico para la replicacion del virus.
Un numero de virus de ARN con sentido positivo contienen ARN genémico protegido (por ejemplo, flavivirus,
incluyendo el virus de la fiebre del dengue y varios virus de la encefalitis). Mientras que las transcripciones de la
ARN polimerasa | no estan protegidas, un ADNc que codifica el genoma de longitud completa del virus de ARN que
tiene ARN gendmico protegido, se introduce en orientacion sentido antigendmico en un vector de transcripcion de la
ARN polimerasa |. Después de la transfeccion del plasmido resultante, la ARN polimerasa | celular transcribe un
ARN antigenémico (no protegido). Ademas, la cotransfeccion con plasmidos de expresion de proteinas para las
proteinas necesarias para la replicacion da lugar a la replicacion del ARN antigendmico, produciendo por tanto ARN
gendmico y finalmente virus infecciosos.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Representacion esquematica de sistemas genéticos inversos establecidos. En el procedimiento (A) de
transfeccion de RNP, las proteinas NP y las polimerasas se ensamblan en las RNP con el uso del ARNYv sintetizado
in vitro. Las células se transfectan con RNP, seguido de la infeccion con el virus auxiliar. En el procedimiento (B) de
la ARN polimerasa |, un plasmido que contiene el promotor de la ARN polimerasa |, un ADNc que codifica el ARNv
que se va a rescatar y el terminador de la ARN polimerasa | se transfectan dentro de las células. La transcripcion
intracelular mediante la ARN polimerasa | produce el ARNv sintético, que se empaqueta dentro de las particulas de
la progenie del virus tras la infeccion con el virus auxiliar. Con ambos procedimientos, los virus transfectantes (es
decir, aquellos que contienen ARN derivado del ADNc clonado) se seleccionan entre la poblacion del virus auxiliar.

Figura 2. Representacion esquematica de la generacion de construcciones de la ARN polimerasa |I. Los ADNc
derivados del virus de la gripe se amplificaron mediante PCR, se digirieron con BsmBI y se clonaron en los sitios
BsmBI del vector pHH21 (E. Hoffman, Tesis doctoral, Justus, Universidad de Liebig, Giessen, Alemania), que
contiene el promotor (P) de la ARN polimerasa | humana y el terminador (T) de la ARN polimerasa | de ratén El
nucledtido de timidina antes del extremo 5' de la secuencia del terminador (*T) representa el extremo 3’ del ARN viral
de la gripe. Las secuencias del virus A de la gripe se muestran en negrita.

Figura 3. Procedimiento de genética inversa propuesto para la generacion de virus de ARN con sentido negativo
segmentado. Los plasmidos que contienen el promotor de la ARN polimerasa | unido a un ADNc para cada uno de
los ocho segmentos del ARN virico y el terminador de la ARN polimerasa | se transfectan en células junto con los
plasmidos de expresion de proteinas. Aunque pueden generarse virus infecciosos con plasmidos que expresan PA,
PB1, PB2 y NP, la expresion de todas las proteinas estructurales restantes (mostradas entre corchetes) aumenta la
eficacia de la produccion de virus dependiendo de los virus generados.

Figura 4. Deteccion del epitopo FLAG en células infectadas con un virus transfectante. La tincion con anticuerpo se
usa para identificar el NA en células MDCK infectadas con PR8-WSN-FL79 (A, D) o virus A/WSN/33 de tipo silvestre
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(B, E) o en células MDCK falsamente infectadas (C, F). Nueve horas después de la infeccion, las células se fijaron
con paraformaldehido, se trataron con Triton X-100 y se incubaron con anticuerpos monoclonales anti-FLAG (A-C) o
anti-WSN NA (D-F). Una tincién intensa del Golgi (rojo) es aparente en las muestras positivas (A, D y E).

Figura 5. Recuperacion de mutantes PA. El gen PA de cada virus se amplifico mediante PCR-RT con cebadores que
producen un fragmento de 1226 pb (posicion 677 a 1903 del ARNm, carriles 1, 3 y 5), que a continuacion se digirio
con la enzima de restriccion Bsp120l (en la posicion 846 del ARNm, carriles 4 a 7) o Pvull (en la posicion 1284 del
ARNm, carriles 2 a 6). La presencia de sitios para Bsp720l o Pvull en los productos de PCR producia fragmentos de
169 pb y 1057 pb o de 607 pb y 619 pb, respectivamente. PM=marcadores de peso molecular.

Figura 6. Cebadores empleados para amplificar las secuencias del virus de la gripe.

Figura 7. El plasmido pPoll-GFP para generar el ARN similar al del virus de la gripe que codifica la proteina GFP.
Este plasmido contiene el gen GFP (derivado de pEGFP-N1; Clontech, Palo Alto, CA) en orientacion complementaria
entre las regiones no codificantes 5' y 3' del segmento 5 del virus A de la gripe, flanqueado por el promotor de la
ARN polimerasa | humana y el terminador de la ARN polimerasa | de raton.

Figura 8. Representacion esquematica de la estrategia de generacion de PSV. Los plasmidos de expresion de
proteinas individuales y un plasmido que contiene el promotor de la ARN polimerasa |, un ADNc que codifica el gen
indicador GFP y el terminador de la ARN polimerasa | se transfectaron en células 293T. La transcripcion intracelular
por la ARN polimerasa | produce ARNv de GFP de polaridad negativa, como se indica mediante las letras invertidas.
Los sobrenadantes que contenian las PSV se recogieron, se mezclaron con el virus auxiliar de la gripe y se
inocularon en células MDCK.

Figura 9. Las proteinas PA, PB1, PB2 y NP del virus de la gripe A encapsulan el ARNv de GFP producido por la
ARN polimerasa |, lo que lleva a la expresion de la GFP. Las células 293T se transfectaron con plasmidos que
expresaban las proteinas PB2, PB1, PA y NP (A) o con todos los plasmidos excepto el que expresaba la proteina
NP (B), junto con el plasmido del gen ARN polimerasa |I-GFP para la sintesis intracelular del ARNv del gen indicador.
Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion, las células se fijaron y se determiné la expresion de GFP con un
microscopio de fluorescencia.

Figura 10. Generacién de PSV infecciosas de la gripe. Las células 293T se transfectaron con nueve plasmidos, que
expresaban cada uno una proteina estructural viral diferente (A), o con ocho plasmidos omitiendo la construccion
para NP (B), junto con el plasmido del gen ARN polimerasa |-GFP. Cuarenta y ocho horas después de la
transfeccion, se recogieron los sobrenadantes que contenian VLP, se mezclaron con el virus auxiliar A/AWSN/33 y se
inocularon en células MDCK. Las células se fijaron 10 horas después de la infeccion y se determind la expresion de
GFP con un microscopio de fluorescencia.

Figura 11. Representacion esquematica del uso de la recombinasa Cre para expresar la proteina NS2 del virus de la
gripe en una célula, cuyo genoma aumenta con una molécula de ADN recombinante. El genoma de la célula
comprende una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor unido a un sitio especifico de
recombinacion (por ejemplo, /oxP) unido a una secuencia de parada de la transcripcion unida a un segundo sitio de
recombinacion especifico en la misma orientacion que el primer sitio de recombinacion especifico unido al gen NS2.

Figura 12. Preparacion de virus de la gripe de replicacion defectuosa.
Descripcion detallada
Definiciones

Como se usa en este documento, los términos «aislado y/o purificado» se refieren a la preparacion, aislamiento y/o
purificacién in vitro de un vector o plasmido dado a conocer en el presente documento, de modo que no se asocia
con sustancias in vivo o esta sustancialmente purificado a partir de sustancias in vitro. Como se usa en este
documento, las expresiones «acido nucleico recombinante» o «secuencia o segmento de ADN recombinante» se
refieren a un acido nucleico, por ejemplo, a ADN, que se ha derivado o aislado a partir de una fuente, que
posteriormente puede haberse alterado quimicamente in vitro, de modo que su secuencia no aparezca en la
naturaleza, o se corresponde con secuencia que aparecen en la naturaleza pero que no estan colocadas en las
posiciones en las que se colocarian en el genoma natural. Un ejemplo de ADN «derivado» de una fuente, podria ser
una secuencia de ADN que es idéntica a un fragmento Util y que a continuacion se sintetiza quimicamente en forma
esencialmente pura. Un ejemplo de este ADN «aislado» de una fuente podria ser una secuencia de ADN Uutil que se
escinde o retira de dicha fuente mediante medios quimicos, por ejemplo, mediante el uso de endonucleasas de
restriccion, de modo que puede manipularse adicionalmente, por ejemplo, amplificarse, para su uso como se da a
conocer en el presente documento, mediante la metodologia de ingenieria genética.

Como se usa en el presente documento, «recombinacion especifica de sitio» pretende incluir los tres
acontecimientos siguientes: 1) delecion de un segmento de ADN diana flanqueado por sitios o secuencias de
recombinacion especificas, por ejemplo, sitios loxP; 2) inversion de la secuencia de nucleétidos de un segmento de
ADN diana flanqueado por sitios o secuencias de recombinacion especifica de sitio, por ejemplo, sitios lox; y 3)
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intercambio reciproco de segmentos de ADN diana préximos a los sitios 0 secuencias de recombinacion especifica
de sitio, por ejemplo, sitios lox localizados en moléculas de ADN diferentes. Los sistemas recombinasa especificos
de sitio incluyen, pero no estan limitados al, sistema Cre/loxP del bacteri6fago P1 (Patente de EE. UU. n.°
5.658.772).

Para remediar la reversibilidad de una reacciéon de recombinacién especifica de sitio, puede alterarse la estructura
del sistema de recombinaciéon. La secuencia de recombinacién especifica de sitio puede mutarse de modo que el
producto de la reaccion de recombinacion no se siga reconociendo como un sustrato para la reaccion inversa
estabilizando, por tanto, el acontecimiento de la integracion o escision. Por ejemplo, para eliminar secuencias no
deseadas, los sitios /ox en la misma orientacion se colocan flanqueando las secuencias no deseadas.

Otros sitios lox incluyen sitios loxB, loxL y loxR que son secuencias de nucledtidos aisladas de E. coli (Hoess y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79, 3398 (1982)). Los sitios lox también pueden producirse mediante una diversidad de
técnicas sintéticas que son conocidas en la técnica. Por ejemplo, las técnicas sintéticas para producir sitios lox se
describen en lto y col., Nuc. Acid Res., 10, 1755 (1982) y Ogilvie y col., Science, 214, 270 (1981).

Como se usa en el presente documento, la expresion «sitio lox» significa una secuencia de nucleétidos en la que el
producto génico del gen cre puede catalizar una recombinacion especifica de sitio. LoxP es una secuencia de
nucledtidos de 34 pares de bases que puede aislarse a partir del bacteri6fago P1 mediante procedimientos
conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Hoess y col., Proc. Natl. Natl. Acad. Sci. USA, 79, 3398 (1982). LoxP
esta compuesto de dos repeticiones invertidas de 13 pares de bases separadas mediante una region espaciadora de
8 pares de bases.

Como se usa en el presente documento, la expresion «gen cre» significa una secuencia de nucleétidos que codifica
un producto génico enzimatico que lleva a cabo una recombinacion de ADN especifica de sitio en células eucariotas
en sitios /ox. Un gen cre puede aislarse del bacteriéfago P1 mediante procedimientos conocidos en la materia (véase
Abremaid y col., Cell, 32, 1301-1311 (1983).

Replicacion del virus de la gripe

El virus de la gripe A posee un genoma de ocho ARN virales (ARNv) con sentido negativo de cadena sencilla que
codifica un total de diez proteinas. El ciclo vital del virus de la gripe empieza con la unién de la hematoglutinina (HA)
a receptores que contienen acido sialico en la superficie de la célula hospedadora, seguido de endocitosis mediada
por receptor. El bajo pH en los endosomas tardios desencadena un cambio conformacién en la HA exponiendo, por
tanto, el extremo N-terminal de la subunidad HA2 (el denominado péptido de fusion). El péptido de fusion inicia la
fusion de la membrana del virus y del endosoma, y la proteina de matriz (M1) y los complejos RNP se liberan en el
citoplasma. Los RNP estan compuestos por las nucleoproteinas (NP), que encapsulan el ARNv, y el complejo de la
polimerasa viral, que esta formado por las proteinas PA, PB1 y PB2. Las RNP se transportan al nucleo, donde tiene
lugar la transcripcion y la replicacion. El complejo de la ARN polimerasa cataliza tres reacciones diferentes: la
sintesis de un ARNm con una caperuza en el extremo 5' y una estructura poli A en el extremo 3’, de un ARN
complementario (ARNc) de longitud completa, y del ARNv genémico usando el ADNc como molde. Los ARNv, NP y
proteinas polimerasa sintetizadas de nuevo se ensamblaban a continuacién en RNP, se exportaban desde el nlcleo
y se transportada a la membrana plasmatica, donde se producia la evaginacion de las particulas de la progenie del
virus. La proteina neuraminidasa (NA) tiene una funcién tardia importante en la infeccion eliminando el acido sialico
de los sialiloligosacaridos, liberando de este modo los viriones recién ensamblados a partir de la superficie celular y
previniendo la autoagregacion de las particulas viricas. Aunque el ensamblaje del virus implica interacciones
proteina-proteina y proteina-ARNv, la naturaleza de estas interacciones es en gran parte desconocida.

Thogotovirus

Los thogotovirus (THOV) representan un nuevo género en la familia de Orthomyxoviridae. Se transmiten por las
garrapatas y se han encontrado en animales domésticos, incluyendo camellos, cabras y ganado bovino. Por
consiguiente, los THOV se pueden replicar en garrapatas y células de vertebrados. El genoma de THOV comprende
seis segmentos de ARN con sentido negativo de cadena sencilla. Las proteinas codificadas por los tres segmentos
mas largos muestran una homologia significativa con las proteinas polimerasa PB2, PB1 y PA del virus de la gripe.
El segmento 5°codifca a una proteina relacionada con NP del virus de la gripe. La glucoproteina del THOV, que esta
codificada por el segmento 4, no es homdloga tanto a HA o NA del virus de la gripe., pero muestra una similitud de
secuencia con respecto a la glucoproteina del baculovirus. Se considera que el segmento mas pequefo codifica una
proteina matriz y no se parece a ninguna de las proteinas del virus de la gripe. Como el virus de la gripe, se
requieren tanto los extremos 3'como 5°del ARNv para la actividad del promotor, y esta actividad se localiza en los
nucledtidos terminales 14 y 15 de los extremos 3’y 5°del ARNv respectivamente.

La sintesis de ARNm de THOV esta iniciada por estructuras de casquete derivadas de la célula hospedadora. No
obstante, a diferencia del virus de la gripe, solo las estructuras casquete (sin nucleétidos adicionales) se escinden a
partir de ARNm (Albo y col., 1996; Leahy y col., 1997; Weber y col., 1996). Los ensayos de escision in vitro revelan
que se requieren tanto los extremos 5'como 3°de ARNv para la actividad endonucleasa (Lethy y col., 1998), pero la
adicién de un promotor de ARNc modelo no estimula la actividad endonucleasa (Lethy y col., 1998), como se ha
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mostrado para el virus de la gripe (Cianci y col., 1995; Hagen y col,, 1994). Se ha propuesto una estructura de
«gancho» para los THOV (Leahy y col., 1997; Weber y col., 1997), que es similar a la estructura de sacacorchos
propuesta para el virus de la gripe (Flick y col., 1996). Esta estructura de «gancho», sin embrago, solo se encuentra
en el promotor de ARNv de los THOV. La secuencia del promotor de ARNc no permite la formacién de pares de
bases entre las posiciones 2y 9, y entre 3 y 8 en el extremo 5°del ARNc. Las alteraciones en las posiciones 3 u 8
permiten la formacion de pares de bases entre estos nucleétidos estimulan la actividad endonucleasa, que es una
evidencia fuertemente soportada de la estructura de «gancho» propuesta (Leahy y col., 1998). Ademas, esta
estructura puede ser crucial para la regulacion del ciclo vital de THOV; el promotor de ARNv, que forma la estructura
de «gancho», puede estimular la actividad endonucleasa de PB2, permitiendo de este modo la transcripcion. A
diferencia, el promotor de ARNc puede que no forme la estructura de «gancho» y, por tanto, puede que sea incapaz
de estimular la actividad endonucleasa, dando como resultado de este modo la replicacion.

Bunyavirus

La familia Bunyaviridae incluye diversos virus que provocan fiebres hemorragicas y encefalicas en humanos (por
ejemplo, la fiebre del valle del Rift, Hantaan, La Crosse y la fiebre hemorragica de Crimea-Congo). Los viriones
esféricos y envueltos contienen tres segmentos de ARN con sentido negativo de cadena sencilla (revisado en Elliot,
1997). El segmento mas largo (L) codifica la proteina de ARN polimerasa viral (proteina L), mientras que el
segmento M codifica los dos glucoproteinas virales G1y G2, y una proteina no estructural (NSm). El segmento mas
pequefio (S) codifica la proteina nucleocapsida (N) y una segunda proteina no estructural (NSs). La replicacién y
transcripcion del virus tiene lugar en el citoplasma, y los viriones recién ensamblados salen a través de las
membranas del aparato de Golgi.

Bridget y Elliot (1996) han introducido un sistema de genética inversa para generar virus Bunyamwera infecciosos
por completo a partir de ADN clonados. Siguieron una estrategia descrita en primer lugar por Schnell y col. (1994)
para el virus de la rabia: transcripcion intracelular de un ADNc que codifica para el ARN con sentido positivo
antigendmico (pero no para el ARN con sentido negativo antigenémico) en células que expresan la polimerasa y
nucleoproteinas virales. Bridget y Elliot (1996) infectaron células HeLaT4+ con el virus de la vacuna que expresaba
polimerasa T7 y trasnfectaron estas células con plasmidos que expresaban proteinas codificadas por los segmentos
S, My L. A continuacion, trasnfectaron estas células con estos tres plasmidos que codificaban ADNc antigenémicos
de longitud completa flanqueados por el promotor de la polimerasa T7 y la ribozima del virus delta de la hepatitis.
Para incrementar el nimero de particulas de bunyavirus relativas al nimero de particulas del virus de la vacuna, los
autores usaron células de mosquito en las que se replica el virus Bunyamwera, pero no el de la vacuna. No solo se
puede usar este protocolo para genomanipular bunyavirus, pero también para generar virus reagrupados que no se
pueden obtener facilmente coinfectando células con cepas de bunyavirus diferentes.

Para estudiar los elementos del promotor de bunyavirus y las proteinas virales que se requieren para la transcripcion
y replicacion, Dunn y col. (1995) clonaron el gen CAT en la orientaciéon con sentido negativo entre las regiones no
traducidas 5y 3'del segmento de ARN de S de Bunyamwera. Se transfectaron las células con construcciones que
expresaban las proteinas codificadas por los segmentos L y Sy, a continuacion, se transfectaron con ARN transcrito
in vitro, o que dio como resultado en actividad CAT. El segmento S de bunyavirus codifica dos proteinas, N y NSs,
en marcos de lectura que se solapan. Para determinar si ambas de estas proteinas se requieren para la
transcripcion y replicacion, se analizaron frente a actividad CAT construcciones que solo expresaban N o Ns. La
expresion de la proteina N, junto con la proteina L, dio como resultado actividad CAT, mientras que no se detectd
actividad CAT con la expresion de la construccion de NSs. Por tanto, las proteinas L y N son suficientes para la
transcripcion y replicacion de un ARN similar a bunyavirus.

En lo que respecta al virus de la gripe, las secuencias terminales de ARN de bunyavirus son complementarias y
altamente conservadas. Por lo tanto, se ha dado por supuesto que estos elementos de secuencia definen el
promotor de bunyavirus y son cruciales para la actividad del promotor. La delecion de cinco nucleétidos en el
extremo 3°del ARN viral reduce drasticamente la expresion de CAT (Dunn y col., 1995). Por el contrario, la adicion
de dos nucledtidos en el extremo 5%, o de 11 o 35 nucleédtidos en el extremo 3'no suprime la expresion de CAT
(Dunn y col., 1995). Por tanto, igual que el complejo de la ARN polimerasa del virus de la gripe, la proteina
polimerasa de bunyavirus aparentemente puede iniciar internamente la transcripcion y/o replicacion.

La invencion se describira adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1
Materiales y procedimientos

Células y virus. Las células de rifidn embrionario humano 293T y las células de rifidon canino de Madin-Darby
(MDCK) se mantuvieron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con suero de ternera
fetal al 10 % y en medio de Eagle modificado (MEM) que contenia suero de ternera recién nacida al 5 %,
respectivamente. Todas las células se mantuvieron a 37°C en CO; al 5 %. Los virus de la gripe A/WSN/33 (H1N1) y
A/PR/8/34 (H1N1) se propagaron en huevos de 10 dias.

Construccion de plasmidos. Para generar construcciones de la ARN polimerasa I, los ADNc clonados derivados del
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ARN viral de A/WSN/33 o A/PR/8/34 se introdujeron entre las secuencias del promotor y el terminador de la ARN
polimerasa |. Brevemente, los ADNc clonados se amplificaron por PCR con cebadores que contenian sitios BsmBlI,
se digirieron con BsmBl y se clonaron en los sitios BsmBI del vector pHH21 que contiene el promotor de la ARN
polimerasa | humana y el terminador de la ARN polimerasa | de ratén, separados por sitios BsmBI (Figura 2). Los
genes PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M y NS de la cepa A/AWSN/33 se amplificaron por PCR usando los plasmidos
siguientes: pSCWPB2, pGW-PB1 y pSCWPA (todos ellos obtenidos del Dr. Debi Nayak de la Universidad de
California, Los Angeles) y pWH17, pWNP152, pT3WNA15 (Castrucci y col., 1992), pGT3WM y pWNS1,
respectivamente. El gen PB1 del virus de la gripe A/PR/8/34 se amplificé usando pcDNA774 (PB1) (Pérez y col.,
1998) como molde. Las secuencias de los cebadores aparecen en la Figura 6. Para asegurarse de que los genes no
contenian mutaciones no deseadas, los fragmentos derivados de la PCR se secuenciaron en un secuenciador
automatico (Applied Biosystem Inc., CA, EE.UU.) segun el protocolo recomendado por el fabricante. Los ADNc que
codifican los genes HA, NP, NA y M1 del virus A/WSN/33 se clonaron como se ha descrito (Huddleston y col., 1982)
y se subclonaron en el vector de expresion eucariético pCAGGS/MCS (controlado por el promotor de la actina 8 de
pollo) (Niwa y col., 1991), dando lugar a pEWSN-HA, pCAGGS-WSN-NPO-14, pCAGGS-WNA15 y pCAGGS-WSN-
MI-2/1, respectivamente. Los genes M2 y NS2 del virus A/PR/8/34 se amplificaron mediante PCR y se clonaron en
pCAGGS/MCS, produciendo pEP24c y pCA-NS2. Finalmente, pcDNA774(PB1), pcDNA762(PB2) y pcDNA787(PA)
se usaron para expresar las proteinas PB2, PB1 y PA bajo el control del promotor del citomegalovirus (Pérez y col.,
1998).

Generacion de particulas infecciosas de la gripe. Las células 293T (1x10°) se transfectaron con un maximo de 17
plasmidos en cantidades diferentes usando Trans IT LT-1 (Panvera, Madison, Wisconsin) segun las instrucciones del
fabricante. Brevemente, se mezclaron el ADN y el reactivo de transfeccion (2 pl de Trans IT-LT-1 por ug de ADN), se
incubaron a temperatura ambiente durante 45 minutos y se afiadieron a las células. Seis horas después, la mezcla
de ADN vy reactivo de transfeccion se sustituyé por Opti-MEM (Gibco/BRL, Gaithersburg, Maryland) que contenia
albumina de suero bovino al 0,3 % y suero de ternera fetal al 0,01 %. A tiempos diferentes tras la transfeccion, se
recogieron los virus del sobrenadante y se valoraron en células MDCK. Puesto que no eran necesarios virus
auxiliares para este procedimiento, los virus transfectantes recuperados se analizaron sin la purificacion de la placa.

Determinacion del porcentaje de células transfectadas con plasmidos que producen virus. Veinticuatro horas
después de la transfeccion, las células 293T se dispersaron con EDTA al 0,02 % en células individuales. A
continuacion, la suspension celular se diluyd 10 veces y se transfirid sobre capas confluyentes de células MDCK en
placas de 24 pocillos. Los virus se detectaron mediante el ensayo de hemaglutinacion.

Ensayo de inmunotincion. Nueve horas después de la infeccion con el virus de la gripe, las células se lavaron dos
veces con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y se fijaron con paraformaldehido al 3,7 % (en PBS) durante
20 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se trataron con Triton X-100 al 0,1 % y se procesaron como se
describe en Neumann y col. (1997).

Resultados

Generacion de virus infecciosos mediante la expresion dirigida por plasmidos de los segmentos del ARN viral, las
tres subunidades de la polimerasa y la proteina NP. Aunque la transfeccion de las células con una mezcla de RNP
extraidas de viriones purificados da lugar a particulas del virus de la gripe infecciosas, esta estrategia probablemente
no es eficaz cuando se usa con ocho RPN diferentes generadas in vitro. Para producir virus de la gripe infecciosos
completamente a partir de ADNc, se generaron in vivo ocho RNP virales. Por tanto, se prepararon plasmidos que
contenian ADNc para los ARN virales de longitud completa del virus AAWSN/33, flanqueados por el promotor de la
ARN polimerasa | humana y el terminador de la ARN polimerasa | de raton. En principio, la transfeccion de estos
ocho plasmidos en células eucariotas deberia dar lugar a la sintesis de los ocho ARNv del virus de la gripe. Las
proteinas PB2, PB1, PA y NP, generadas por transfeccion conjunta de los plasmidos de expresion de proteinas,
deberian ensamblar a continuacion los ARNv en RNPv funcionales que se replican y transcriben formando, en ultima
instancia, virus de la gripe infecciosos (Figura 3). Se transfectaron 1x10° células 293T con plasmidos de expresion
de proteinas (1 ug de pcDNA762(PB2), 1 ug de pcDNA774(PB1), 0,1 ug de pcDNA787(PA) y 1 ug de pCAGGS-
WSN-NPO0/14) y 1 ug de cada uno de los siguientes plasmidos de la ARN polimerasa | (pPoll-WSN-PB2, pPoll-WSN-
PB1, pPoll-WSN-PA, pPo1I-WSN-HA, pPo1l-WSN-NP, pPoll-WSN-NA, pPoll-WSN-M y pPoll-WSN-NS). La decision
de usar una cantidad reducida de pcDNA787(PA) se bas6 en observaciones previas (Mena y col., 1996) y en datos
de las condiciones optimas para la generacion de particulas similares a virus (PSV) (datos no mostrados).
Veinticuatro horas después de la transfeccion de las células 293T, se encontraron en el sobrenadante 7x10° ufp del
virus por ml (Experimento 1, Tabla 1), lo que demostraba por vez primera la capacidad de los sistemas de genética
inversa para producir el virus de la gripe A completamente a partir de plasmidos.
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Tabla 1. Conjuntos de plasmidos utilizados para producir el virus de la gripe a partir de ADNc clonado*

Experimento

e e BT [ [ e [s]e 7]
PB1 + + - - - - - -
PR8-PB1 - - + + + + + +
PB2 + + + + + + + +
PA + + + + + + + +
HA + + + + + + + +
NP + + + + + + + +
NA + + + + + + + +
M + + + + + + + +
NS + + + + + + + +

Plasmidos para

expresion de proteinas

para:
PB1 + + + + - + + +
PB2 + + + + + - + +
PA + + + + + + - +
NP + + + + + + + -
HA - + - + + + + +
NA - + - + + + + ¥
M1 - + - + + + ¥ n
M2 - + - + + + + ¥
NS2 - + - + + + + +

Titulo de virus (ufp/ml) 7x10° 7x10° 1x10° 3x10* 0 0 0 0

* Las células 293T se transfectaron con los plasmidos indicados. Veinticuatro horas (Experimentos 1y 2) o cuarenta
y ocho horas (Experimentos 3 a 8) después, se determind el valor del virus en el sobrenadante sobre células MDCK.

¥ Siempre que no se indique lo contrario, los plasmidos se construyeron con los ADNc representativos de los ARN
del virus A/WSN/33.

Eficacia de la produccion del virus de la gripe con la expresion conjunta de todas las proteinas estructurales virales.
Aunque la expresion de la NP y de las proteinas de la polimerasa virales es suficiente para la generacion dirigida por
plasmido del virus de la gripe, era posible que pudiera mejora la eficacia. En estudios previos, la expresion de todas
las proteinas estructurales del virus de la gripe (PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M1, M2 y NS2) daba lugar a PSV que
contenian un ARNVv artificial que codificada el gen indicador de la cloranfenicol acetiltransferasa (Mena y col., 1996).
Por tanto, la disponibilidad del complemento completo de las proteinas estructurales, en lugar de solo aquellas
necesarias para la replicacion y la transcripcion del ARN viral, podria mejorar la eficacia de la produccién de virus.
Con este objetivo, las células 293T se transfectaron con cantidad éptimas de plasmidos de expresion de las
proteinas virales (segun se consider6 mediante la produccion de PSV; datos no publicados): 1 pug de
pcDNA762(PB2) y pcDNA774(PB1); 0,1 ug de pcDNA787(PA); 1 ug de pEWSN-HA, pCAGGS-WSN-NPO/14 y
pCAGGS-WNA15; 2 ug de pCAGGS-WSN-M1-2/1; 0,3 uyg de pCA-NS2 y 0,03 pg de pEP24c (para M2) junto con
1 ug de cada plasmido de la ARN polimerasa | (Experimento 2, Tabla 1). Un segundo conjunto de células se
transfectd con el mismo conjunto de plasmidos de la ARN polimerasa |, con la excepcion del gen PB1, que fue
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sustituido por pPoll-PR/8/34-PB1 en un esfuerzo por generar un virus recombinante, junto con los plasmidos que
expresan solo PA, PB1, PB2 y NP (Experimento 3, Tabla 1) o aquellos que expresan todas las proteinas
estructurales del virus de la gripe (Experimento 4, Tabla 1). Los rendimientos del virus WSN no diferian
apreciablemente a las 24 horas (Experimentos 1y 2, Tabla 1) o a las 36 horas (datos no mostrados) posteriores a la
transfeccion. Sin embargo, se encontrdé un aumento de mas de 10 veces en los rendimientos del virus con PR/8/34-
PB1 cuando se proporcionaron todas las proteinas estructurales del virus de la gripe (Experimentos 3 y 4, Tabla 1).
Los controles negativos, que carecian de uno de los plasmidos para la expresion de las proteinas PA, PB1, PB2 de
las proteinas NP, no producian ningun virus (Experimentos 5 a 8, Tabla 1). Por tanto, dependiendo del virus
generado, la expresion de todas las proteinas estructurales del virus de la gripe A mejoraba apreciablemente la
eficacia del procedimiento de genética inversa.

A continuacion, se determinaron las cinéticas de produccion del virus tras la transfeccion de las células usando el
conjunto de plasmidos utilizado para generar un virus con el gen A/PR/8/34-PB1. En dos de los tres experimentos, el
virus se detectd por vez primera 24 horas después de la transfeccion. El valor medido en este momento, >1 0® ufp/ml,
48 horas después de la transfeccion habia aumentado a >10° ufp/ml (Tabla 2). Para estimar el porcentaje de células
transfectadas con plasmidos que producian virus, las células 293T se trataron con EDTA (0,02 %) 24 horas después
de la transfeccion para dispersar las células y, a continuacion, se realizaron estudios de dilucion limite. En este
experimento, no se encontraron virus libres en el sobrenadante del cultivo en este punto temporal. Los resultados
indicaban que 1 de cada 10%? células generaban particulas viricas infecciosas.

Tabla 2. Valores cinéticos de la produccién de virus tras la transfeccién de plasmidos a las células 293T*

Horas después de la Titulos de virus en los sobrenadantes del cultivo (ufp/ml)
transfeccion del plasmido
Experimento

1 2 3
6 0 ND ND
12 0 ND 0
18 0 ND 0
24 0 2x10° 6x 10°
30 ND 5x 10" 9x10*
36 6 x 10 >1x10° 7x10°
42 ND >1x10° 5x10°
48 8x 10" >1x10° 1x10°

* Las células 293T se transfectaron con ocho plasmidos de la ARN polimerasa | que codificaban los genes del virus
A/WSN/33 con la excepcion del gen PB1, que deriva del virus A/PR/8/34 y nueve plasmidos de expresion de
proteinas segun se describe en el texto. A diferentes puntos temporales, se valoraron los virus en el sobrenadante
del cultivo en células MDCK. ND = no determinado.

Recuperacion del virus de la gripe que contiene el epitopo FLAG en la proteina NA. Para verificar que el nuevo
sistema de genética inversa permite la introduccién de mutaciones en el genoma del virus de la gripe A, se gener6
un virus que contiene un epitopo FLAG (Castrucci y col., 1992) en la proteina NA. Las células 293T se transfectaron
con un plasmido de la ARN polimerasa | (pPoll-WSN-NA/FL79) que contenia un ADNc que codifica tanto la proteina
NA como un epitopo FLAG en el fondo de la cabeza de la proteina, junto con la ARN polimerasa | necesaria y los
plasmidos de expresion de proteinas. Para confirmar que el virus recuperado (PR8-WSN-FL79) expresaba de hecho
la proteina NA-FLAG, se realizaron ensayos de inmunotincion de las células infectadas con los virus PR8-WSN-FL79
o A/WSN/33 de tipo silvestre. Un anticuerpo monoclonal frente al epitopo FLAG detectaba las células infectadas con
PR8-WSN-FL79, pero no aquellas infectadas con el virus de tipo silvestre (Figura 4). La recuperacion del virus PR8-
WSN-FL79 era tan eficaz como la del virus de tipo silvestre sin etiqueta (datos no mostrados). Estos resultados
indican que el nuevo sistema de genética inversa nos permite introducir mutaciones en el genoma del virus de la
gripe A.

Generacion de virus de la gripe infecciosos que contienen mutaciones en el gen PA. Para producir virus que posean
mutaciones en el gen PA, se introdujeron dos mutaciones silentes que creaban nuevas secuencias de
reconocimiento para endonucleasas de restriccion (Bsp120l en la posicion 846 y Pvull en la posicion 1.284 del
ARNm). Previamente, no fue posible modificar este gen mediante sistemas de genética inversa, debido a la falta de
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un sistema de seleccion fiable. Se recuperaron los virus transfectantes, PA-T846C y PA-A1284. Los virus
transfectantes recuperados se clonaron biolégicamente mediante dos diluciones limites consecutivas. Para verificar
que los virus recuperados eran de hecho transfectantes con mutaciones en el gen PA, se obtuvo el ADNc del gen
PA mediante PCR con la transcriptasa inversa. Como se muestra en la Figura 5, los virus PA-T846C y PA-A1284C
tenian las mutaciones esperadas dentro del gen PA, como se ha demostrado mediante la presencia de los sitios de
restriccion recién introducidos. La PCR de las mismas muestras y cebadores virales sin la etapa de transcripcion
inversa no daba lugar a ninguin producto (datos no mostrados), lo que indicaba que el ADNc de PA se originaba de
hecho a partir del ARNv en lugar del plasmido utilizado para generar el virus. Estos resultados mostraban como los
virus con genes mutados podian producirse y recuperarse sin el uso de virus auxiliares.

Analisis

Los sistemas de genética inversa descritos en este documento permiten producir eficazmente el virus de la gripe A
completamente a partir de ADNc clonados. Bridgen y Elliott (1996) también usaron la genética inversa para generar
un virus Bunyamwera (familia Bunyaviridae), pero contenia solo tres segmentos de ARN con sentido negativo y la
eficacia de su produccién era menor, 10 ufp/107 células. Aunque los rendimientos del virus diferian entre los
experimentos, para el virus de la gripe se observaron con consistencia >10° ufp/106 células, que contenian ocho
segmentos. Hay varias explicaciones para la elevada eficacia del sistema de genética inversa descrito anteriormente
en este documento. En lugar de las RNP producidas in vitro (Luytjes y col., 1989), se generaron RNP in vivo
mediante la sintesis intracelular de ARNv, usando la ARN polimerasa |, y a través de la expresion dirigida por
plasmidos de las proteinas de la polimerasa viral y de NP. También, el uso de las células 293T, que se transfectan
facilmente con plasmidos (Goto y col., 1997), asegura que una poblacién mayor de células recibia todos los
plasmidos necesarios para la produccion del virus. Ademas, el gran numero de transcritos producidos por la ARN
polimerasa |, que estd entre las enzimas expresadas mas abundantemente en células en crecimiento,
probablemente contribuye a la eficacia general del sistema. Estas caracteristicas conducen a un ndmero
correspondientemente abundante de transcripciones del ARNv y a cantidades adecuadas de la proteina viral para la
encapsulacion del ARNv, la formacién de las RNP en el nicleo y la exportacion de estos complejos hasta la
membrana celular, donde se ensamblan y liberan los nuevos virus.

Los sistemas de genética inversa previamente establecidos (Enami y col., 1990; Neumann y col., 1994; Luytjes y
col., 1989; Pleschka y col., 1996) requieren la infeccion con virus auxiliares y, por tanto, procedimientos de seleccién
que permiten recuperar un niumero pequefio de trasfectantes a partir de un ndmero extenso de virus auxiliares.
Estas estrategias se han empleado para generar virus de la gripe que posean uno de los siguientes genes derivados
de ADNc. PB2 (Subbarao y col., 1993), HA (Enami y col., 1991; Horimoto y col., 1994), NP (Li y col., 1995), NA
(Enami y col., 1990), M (Castrucci y col., 1995; Yasuda y col., 1994) y NS (Enami y col., 1991). La mayoria de los
procedimientos de seleccion, excepto aquellos aplicables a los genes HA y NA, dependen de la temperatura de
crecimiento, la restriccion de la gama de hospedadores o la sensibilidad al farmaco, limitando de este modo, la
utilidad de la genética inversa para el analisis funcional de los productos génicos. Incluso con los genes HA y NA,
para los que se dispone de sistemas de seleccion dirigida por anticuerpo fiables, es dificil producir virus con
deficiencias en el crecimiento destacadas. Por el contrario, el sistema de genética inversa nos permite generar
transfectantes con mutaciones en cualquier segmento del gen o con graves defectos del crecimiento. Esta ventaja
se muestra en la Figura 5, que muestra la recuperacion de virus transfectantes con un gen PA mutado. Si se dispone
de la tecnologia para introducir cualquier mutacion viables en el genoma del virus de la gripe A, se permitira a los
investigadores abordar diversos aspectos a largo plazo, tales como la naturaleza de las secuencias reguladores en
las regiones no traducidas del genoma viral, la base molecular de la restriccion de la gama de hospedadores y la
patogenicidad viral.

Aunque se dispone de vacunas de la gripe inactivadas, su eficacia esta por debajo de la 6ptima debido en parte a su
limitada capacidad para inducir respuestas IgA locales y de células T citotdxicas. Los ensayos clinicos de vacunas
para la gripe con organismos vivos adaptados al frio, actualmente en desarrollo, sugieren que estas vacunas estan
atenuadas de forma 6ptima, de modo que no causaran los sintomas de la gripe, aunque seguiran induciendo
inmunidad protectora (revision en Keitel y Piedra, 1998). Sin embargo, los resultados preliminares indican que estas
vacunas con virus vivos no serian significativamente mas eficaces que las mejores vacunas inactivadas (revision en
Keitel y Piedra, 1998), dejando espacio para mejoras adicionales. Una posibilidad podria ser modificar una vacuna
adaptada al frio con el sistema de genética inversa descrito anteriormente. Alternativamente, podria empezarse a
partir del raspado usando la genética inversa para producir una cepa del virus de la gripe A «maestra» con
mutaciones multiples atenuantes en los genes que codifican proteinas internas. La aplicacion mas fascinante del
sistema de genética inversa descrita en este documento puede ser la produccion rapida de vacunas de virus vivos
atenuados en casos de sospecha de pandemias que implican a nuevos subtipos HA o NA del virus de la gripe.

Este nuevo sistema de genética inversa probablemente potenciara el uso de los virus de la gripe como vectores para
vacunas. Los virus pueden manipularse genéticamente para que expresen proteinas extrafias o epitopos
inmunogénicos ademas de las proteinas virales de la gripe. Podrian, por ejemplo, generarse virus con proteinas
extrafias como un noveno segmento (Enamiy col., 1991) y usarlos como vacunas vivas. Los virus de la gripe no solo
estimulan potentes respuestas inmunes mediadas por células y humorales, sino que también proporcionan una
amplia matriz de proteinas de superficie del virion HA y NA (por ejemplo, 15 subtipos HA y 9 subtipos NA y sus
variantes epidémicas), que permiten repetir la inmunizacion de la misma poblacién diana.
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Se han producido PSV de la gripe que poseen un ARNv artificial que codifica un gen indicador expresando las
proteinas de la estructura viral y el ARNv con el sistema del virus de la variolovacuna-polimerasa T7 (Mena y col.,
1996). Usando métodos de genética inversa, ahora pueden generarse PSV que contienen ARNv que codifican las
proteinas necesarias para la transcripcion y la replicacion del ARNv (es decir, PA, PB1, PBS y NP) asi como ARNv
que codifican proteinas de interés. Estas PSV podrian ser Utiles como vehiculos de administracion de genes. Lo mas
importante, su carencia de genes que codifican proteinas estructurales virales podria asegurar que no se produciran
virus infecciosos después de la terapia génica con PSV. Puesto que el genoma del virus de la gripe no esta
integrado en el cromosoma del hospedador, el sistema PSV podria ser adecuado para la terapia génica en
situaciones que requieren solo una transduccion de células a corto plazo (por ejemplo, para el tratamiento del
cancer). Al contrario que los vectores de adenovirus (Kovesdi y col., 1997), las PSV de la gripe podrian contener
tanto variantes de HA como de NA, permitiendo el tratamiento repetido de las poblaciones diana.

La familia Orthomyxoviridae comprende los virus A, B y C de la gripe, asi como el recientemente clasificado
Thogotovirus. La estrategia para generar virus de la gripe A infecciosos completamente a partir de ADNc clonado
descrita en este documento, podria aplicarse a cualquier ortomixovirus y quizas también a otros virus de ARN con
sentido negativo segmentado (por ejemplo, bunyavirus, arenavirus). La capacidad para manipular el genoma viral sin
limitaciones técnicas tiene implicaciones profundas en el estudio de los ciclos vitales de los virus y su regulacion, la
funcion de las proteinas virales y los mecanismos moleculares de patogenicidad viral.

Ejemplo 2

La expresion de las proteinas del virus de la gripe PB2, PB1, PA y NP conduce a la replicacion y transcripcion de un
ARN viral artificial. Para generar las PSV de la gripe, se emple6 el sistema de la ARN polimerasa | para la sintesis
intracelular de los ARN del virus de la gripe (Figura 7). En este sistema, un ADNc que codifica un gen indicador en
orientacion complementaria esta flanqueado por las regiones no codificantes de los extremos 5'y 3' de un ARN viral
de la gripe. Este casete se inserta entre un promotor y un terminador de la ARN polimerasa I. La transfeccion de
estas construcciones en células eucaridticas lleva a la transcripcion del gen indicador mediante la ARN polimerasa |
celular generando de este modo, ARN similares al del virus de la gripe (Neumann y col., 1994). Tras la infeccion con
el virus de la gripe, los ARNv artificiales se replican y transcriben mediante el complejo de la polimerasa viral, dando
lugar a la expresion del gen indicador.

Para determinar si la expresion de las proteinas PB2, PB1, PA y NP lleva a la expresion del gen indicador codificado
por la transcripcion derivada de la ARN polimerasa |, se transfectaron en las células de rifidn embrionario humano
(293T) con plasmidos (1 ug de cada uno) que expresaban la proteina NP del virus A/WSN/33 (H1N1) bajo el control
del promotor de la actina 3 de pollo () CAGGS-WSN-NPO/14), las proteinas de la polimerasa del virus A/PR/8/34
bajo el control del promotor de citomegalovirus [(pcDNA762(PB2), pcDNA774(PB1) y pcDNA787(PA)] y una
construccién del gen indicador con la polimerasa | (pPoll-GFP). Cuarenta y ocho horas después, del 30 % al 40 %
de las células expresaban GFP (Figura 9). Por el contrario, la expresion de GFP no podia detectarse en las células
transfectadas que carecian de la polimerasa o de proteinas NP. Estos resultados indicaban que NP y las tres
proteinas de la polimerasa viral de la gripe habian formado un complejo funcional que se replicaba y transcribia el
ARNv de la GFP derivado de la ARN polimerasa I.

Transcripcion y replicacion éptimas del ARNv. Para determinar las cantidades de ADN plasmidico necesarias para la
expresion optima de la GFP indicadora, modulamos la expresion de las proteinas de la polimerasa y de NP. Los
estudios previos habian indicado que cantidades mayores de PA reducian el grado de expresion del gen indicador
en los sistemas de transcripcion o replicacion (Mena y col., 1996). Por tanto, por etapas, se redujo la expresion de
PA a partir del plasmido, identificandose 0,1 ug de pcDNA787(PA) como la cantidad de molde que produce la
expresion mas potente de la GFP. Con NP, el principal componente estructural de los complejos RNP, pueden ser
necesarias grandes cantidad de plasmido de expresion de proteinas. Sin embargo, cantidades mayores del plasmido
no afectaban apreciablemente al nimero de células 293T GFP positivas. Ademas, diversas cantidades de los
plasmidos de expresion de las proteinas PB2 y PB1 (oscilando de 1,0 a 0,03 pg) no afectaban a la expresion de
GFP en las células 293T. Por tanto, en todos los experimentos posteriores, se usaron 0,1 ug de pcDNA787(PA) y
1,0 yg de pcDNA 774(PB1), pcDNA762(PB2) y pCAGGS-WSN-NP0/14.

Formacion de PSV de la gripe a partir de ADNc clonados. Estudios previos con el sistema de la ARN polimerasa T7
del virus de la variolovacuna mostraban que la formacién de las PSV de la gripe necesitaba nueve proteinas del
virus de la gripe: PB2, PB1, PA, HA, NA, NP, M1, M2 y NS2 (Mena y col., 1996). La proteina NS1, por el contrario,
es dispensable para la formacion de la particula (Mena y col., 1996). Para establecer un sistema dirigido por
plasmido eficaz para la generacion de PSV, se generaron los ADNc que codificaban los genes HA, NA, M1, M2 y
NS2. Los ADNCc se clonaron en el vector de expresion eucariota pPCAGGS/MCS (controlado por el promotor de la 8-
actina de pollo), dando lugar a pEWSN-HA, pCAGGS-WNA15, pCAGGS-WSN-M1-2/1, pEP24c y pCA-NS2,
respectivamente. La expresion de cada proteina se confirmé mediante analisis por inmunotransferencia.

Para generar PSV, se transfectaron 10° células 293T con 1,0 Mg de cada plasmido de expresion de proteinas (con la
excepcion de pcDNA787 (PA), para el que se emplearon 0,1 ug) y con 1 ug de la construccion del gen indicador
pPoll-GFP. Los sobrenadantes de los cultivos se recogieron 48 horas después de la transfeccion y se mezclaron con
el virus A/WSN/33 para proporcionar las proteinas del virus de la gripe necesarias para la replicacion y la
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transcripcion del ARNv GFP. A continuacién, la mezcla se inoculé en células MDCK. Después de 10 horas de
incubacion, se detectaron las células MDCK GFP positivas, que se correspondia con 450 particulas/ml de
sobrenadante (Tabla 3). Por tanto, la expresion dirigida por plasmidos de todas las proteinas estructurales del virus
de la gripe daba lugar a la formacién de PSV de la gripe infecciosa que contenia ARNv GFP. Ademas, el ARNv GFP
se suministro a células MDCK.

Ensamblaje 6ptimo del virus de la gripe. La formacion de PSV también se estudio en células que expresaban
cantidades diferentes de la construccion del gen indicador con la ARN polimerasa |, asi como los ADN plasmidicos
de HA, NA, M1, M2 y NS2. En experimentos con pPoll-GFP, 1,0 ug del ADN plasmidico eran muy eficaces para la
generacion de PSV, mientras que la eficacia se reducia significativamente con 2,0 uyg o 3,0 pg. Debido a que las
proteinas NS2 y M2 se expresaban en pequefias cantidades en la fase tardia de la infeccién, probablemente serian
necesarias cantidades relativamente pequenas de los plasmidos de expresion para la formaciéon éptima de PSV. La
reduccion de la cantidad de la construccion de expresion de M2 de 1,0 ug a 0,3 ug daba lugar a un aumento en mas
de diez veces del numero de células MDCK GFP positivas (Tabla 3). Una reduccién adicional del plasmido a 0,03 pg
no aumentaba el nimero de PSV. Para NS2, cantidades menores de plasmidos ensayados (0,1 ug) se asociaron
con una formaciéon menos eficaz de PSV (Tabla 3).

La proteina M1 es el componente estructural principal del virién. Por tanto, probablemente son necesarios niveles
elevados de expresion de M1 para la formacion eficaz de PSV. Esta prediccion se ensayd en experimentos que
comparaban la formacién de PSV en células transfectadas con 1,0 ug o 2,0 ug del ADN plasmidico de M1. Como se
muestra en la Tabla 3, cantidades mas elevadas de plasmido daban lugar a un aumento mayor de diez veces en el
numero de células MDCK GFP positivas. La comparacion de dos cantidades diferentes (1 ug frente a 2 ug) de
plasmidos que expresaban las proteinas HA y NA no revelaban ninguna diferencia apreciable en la formacion de
PSV, llevando a la seleccion de 1 ug de cada plasmido (pEWSH-HA, pCAGGS-WNA15) para su uso en
experimentos posteriores. En general, estos estudios dan lugar a un aumento de >100 veces en la eficacia de la
formacioén de PSV, llevando finalmente a la produccion de mas de 10* particulas infecciosas del virus de la gripe por
ml de sobrenadante (Figura 10).
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Autenticidad de las PSV producidas completamente a partir de plasmidos. Para verificar que las PSV inician la
infeccion del mismo modo que los virus de la gripe auténticos, las PSV se neutralizaron con el anticuerpo frente al
WSN HA. Los sobrenadantes que contenian PSV derivadas de células 293T transfectadas con plasmidos se
incubaron con una mezcla de anticuerpos monoclonales anti-WSN HA y con un anticuerpo monoclonal frente a la
proteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV) (control negativo) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se
afiadio a la mezcla el virus auxiliar A/PR/8/34, que no se neutraliza con la mezcla de anticuerpos monoclonales anti-
WSN HA, y se inocul6 dentro de células MDCK. Solo el anticuerpo monoclonal especifico anti-WSN HA neutralizaba
las PSV, lo que indicaba que la HA mediaba la unién y la entrada dentro de las células de las PSV.

A continuacion, se identifico el conjunto minimo de proteinas necesario para la formacion de PSV. Otros autores
habian establecido que las tres polimerasas del virus de la gripe y la NP son esenciales para la replicacion y
transcripcion del ARNv (Honda y col., 1988). Por tanto, se incluyeron cada una de estas cuatro proteinas, aunque se
omitieron consecutivamente HA, NA, M1, M2 o NS2. La exclusiéon de ninguno de estos plasmidos afectaba a la
replicacion o transcripcion del ARNv GFP en células 293T transfectadas. Los sobrenadantes derivados de células
293T transfectadas que carecian de las proteinas HA, NA, M1 o NS2 no promovian la expresion de GFP en las
células MDCK infectadas, lo que indicaba la ausencia de PSV infecciosas. Se detectaron las PSV infecciosas con la
omisién de M2 pero el numero era menor (reduccion de >500 veces en comparacion con el conjunto completo de
proteinas estructurales). Por tanto, segun los datos de los estudios del sistema del virus de la gripe son necesarias
todas las proteinas estructurales del virus de la gripe para la formacion eficaz de PSV infecciosas (Mena y col.,
1996).

Las glucoproteinas del VSV pueden sustituir a las proteinas HA y NA en la producciéon de las PSV. Las proteinas HA
y NA del virus de la gripe se sustituyeron por la proteina G del VSV, que tiene funciones de unién al receptor y de
fusion. En las células 293T transfectadas con pPoll-GFP; cantidades éptimas de las construcciones de expresion de
PB2, PB1, PA, NP, M1, M2 y NS2; y 1 ug de la construccion VSV-G (pCAGGS-VSV-G), sustitucion de la proteina
VSV-G por las glucoproteinas del virus de la gripe, no afectaban de forma adversa a la formacion de PSV. Por el
contrario, se encontraron cantidades mayores de células GFP-positivas de forma reproducible cuando se utilizé
VSV-G, en lugar de las HA y NA, como glucoproteina viral. Por tanto, la proteina VSV G puede incorporarse de
forma eficaz a los viriones de la gripe y puede funcionar del mismo modo que HA o NA en la liberacion y entrada del
virus.

Un sistema eficaz de generaciéon de particulas infecciosas del virus de la gripe podria ser una ventaja para la
investigacion con este virus y, posiblemente, para la produccién de vacunas y vectores dirigidos a terapia génica. Al
contrario que el sistema del virus de la variolovacuna existente, la estrategia de produccion de PSV descrita en este
documento es muy eficaz, tanto en la transfeccion inicial de células como en el rendimiento de PSV (>10* particulas
infecciosas/ml de sobrenadante). Ademas, esta dirigido completamente por plasmidos que expresan proteinas del
virus de la gripe (es decir, en ausencia de cualquier otra proteina viral), lo que simplificaba muchisimo la
interpretacion de resultados. Otra ventaja principal es la capacidad para estudiar los efectos de mutaciones letales
sobre la formacion de viriones, el empaquetamiento de los complejos RNP. La evaginacion de la replicacion del virus
y los procesos de uniéon y de fusion. Ademas, es probable que el sistema descrito en este documento pueda
funcionar igualmente bien con otro virus, por ejemplo, paramixovirus o rhabdovirus.

Las proteinas HA y NA del virus de la gripe pueden sustituirse funcionalmente por la glicoproteina G del VSV.
Previamente, se habia publicado que el virus de la gripe no podia incorporar la proteina G del VSV cuando se
proporcionaba mediante un virus SV40 recombinante (Naim y col., 1993). Los resultados descritos en este
documento sugieren que ni HA ni NA son esenciales para la formacion de PSV, aunque no puede descartarse que
estas glucoproteinas puedan participar en las interacciones con otras proteinas virales, afectando asi a la estructura
de los viriones, segun sugieren las formas alargadas de los virus que expresan HA o NA sin cola, o ambas (Garcia-
Sastre y col., 1995; Jin y col., 1994; Jin y col., 1997; Mitnaul y col., 1996).

Los sistemas basados en plasmidos descritos en este documento pueden utilizarse especialmente para la
administracion de genes terapéuticos. Pueden prepararse PSV que contienen el ARNv que codifica las proteinas
necesarias para la transcripcion y replicacion (es decir, la NP y las polimerasas), asi como un ARNv que codifica la
proteina de interés. Estas particulas son infecciosas y pueden llevar un gen designado dentro de células diana,
donde podria replicarse y ser transcrito. Debido a que estas particulas no contienen un complemento completo de
los genes virales, no pueden producir una progenie de virus infecciosos. Esta caracteristica, junto con la carencia de
integracion del genoma virico en los cromosomas del hospedador, podria garantizar la seguridad biolégica del gen
administrado en sujetos humanos o no humanos. Finalmente, la disponibilidad de 15 subtipos HA y 9 subtipos de NA
y sus variantes podrian permitir la administracion repetida de PSV, superando de este modo la inmunorresistencia a
las proteinas generadas por vectores, uno de los obstaculos principales afrontados con el uso repetido de otros
vectores virales, tales como adenovirus. Un beneficio adicional del sistema dirigido por plasmidos podria ser realizar
sustituciones que requieran solo expresion a corto plazo de proteinas extrafias, como en el tratamiento del cancer.
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Ejemplo 3

Usando el sistema Cre-loxP, pueden generarse lineas celulares empaquetadoras para la producciéon de virus de
replicacion defectuosa. Por ejemplo, se prepara un vector de expresion de proteina que contienen un casete de
parada de la transcripcion (por ejemplo, pBS302 de Life Technologies, Bethesda, Maryland; y Sauer y col., 1993;
Lasko y col., 1992; Pichel y col., 1993; Bolivar y col., 1977; Stuhl y col., 1981; Stuhl, 1985; Fiers y col., 1978),
flanqueado por dos sitios loxP y uno de los genes virales. La transcripcion iniciada en la secuencia promotora, se
bloquea en los sitios de parada de la transcripcion. Por tanto, el gen viral no se transcribe ni traduce. Una célula que
esta transfectada de forma estable con este vector, se infecta con un virus de la gripe carente del ARNv que codifica
el gen clonado dentro del sistema loxP. Este virus también contiene un ARNv adicional que codifica la proteina Cre.
Este virus no es viable en células normales debido a que carece de uno de sus ARNv. Sin embargo, en la linea
celular empaquetadora, la proteina Cre que se expresa a partir del ARNv induce una recombinacioén en el sitio /oxP,
dando lugar a la delecion del sitio de parada de la transcripcion. De este modo, ahora se transcriben y expresan los
genes virales respectivos, permitiendo que el virus se amplifique en estas células (Figura 11).

Ademas, se preparan lineas celulares empaquetadoras que expresan las proteinas virales tardias (es decir, HA, NA,
M1, M2 y NS2) controladas por el sistema loxP (Figura 12). Las proteinas HA y NA pueden sustituirse por otras
proteinas virales de union al receptor y de fusion (por ejemplo, Ebola GP, Marburg GP, glucoproteinas GP1y GP2
de bunyavirus, las proteinas G y/o F de rhabdovirus y paramixovirus, glucoproteinas de thogotovirus y las
glucoproteinas de los virus de ARN con cadena positiva). Se generan particulas similares a virus que contienen los
ARNv que codifican las proteinas necesarias para la replicacion o transcripcion (es decir, las proteinas polimerasas y
NP), un ARNv que codifica el gen de interés y un ARNv que codifica Cre. Estos ARNv se empaquetan en particulas
similares a virus en las lineas celulares empaquetadoras.

Estas particulas similares a virus pueden usarse con fines de vacunacion y terapia génica ya que (i) no contienen el
complemento completo de los genes virales y, por tanto, no pueden formar particulas de progenie infecciosas,
cumpliendo con los aspectos estrictos sobre seguridad; (ii) probablemente expresaran la proteina extrafia a niveles
elevados; (iii) no expresan las glucoproteinas virales (HA, NA) que son los antigenos principales; por tanto, la
respuesta inmune del hospedador frente a las proteinas virales debe ser limitada.
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Adicionalmente la presente divulgacion se refiere a los siguientes puntos:
1. Una composicion que comprende una pluralidad de vectores del ortomixovirus, que comprende:

a) al menos dos vectores seleccionados de un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un
ADNc de PA del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion, un vector que
comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de PB1 del virus de la gripe unido a una secuencia de
terminacion de la transcripcion, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de PB2
del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion, un vector que comprende un promotor
unido de forma operativa a un ADNc de HA del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la
transcripcion, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de NP del virus de la gripe
unido a una secuencia de terminacién de la transcripcién, un vector que comprende un promotor unido de forma
operativa a un ADNc de NA unido a una secuencia de terminacién de la transcripcién, un vector que comprende un
promotor unido de forma operativa a un ADNc de M del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la
transcripcion y un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de NS del virus de la
gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcién y

b) al menos dos vectores seleccionados de un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un
segmento de ADN que codifica PA del virus de la gripe, un vector que comprende un promotor unido de forma
operativa a un segmento de ADN que codifica PB1 del virus de la gripe, un vector que comprende un promotor unido
de forma operativa a un segmento de ADN que codifica PB2 del virus de la gripe y un vector que comprende un
promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica NP del virus de la gripe.

2. Una composicién que comprende una pluralidad de vectores del ortomixovirus, que comprende:

a) al menos dos vectores seleccionados de un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un
ADNc de PA del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion, un vector que
comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de PB1 del virus de la gripe unido a una secuencia de
terminacion de la transcripcién, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de PB2
del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion, un vector que comprende un promotor
unido de forma operativa a un ADNc de HA del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la
transcripcion, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de NP del virus de la gripe
unido a una secuencia de terminacién de la transcripcion, un vector que comprende un promotor unido de forma
operativa a un ADNc de NA unido a una secuencia de terminacién de la transcripcion, un vector que comprende un
promotor unido de forma operativa a un ADNc de M del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la
transcripcion y un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de NS del virus de la
gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion y

b) al menos dos vectores seleccionados de un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un
segmento de ADN que codifica PA del virus de la gripe, un vector que comprende un promotor unido de forma
operativa a un segmento de ADN que codifica PB1 del virus de la gripe, un vector que comprende un promotor unido
de forma operativa a un segmento de ADN que codifica PB2 del virus de la gripe y un vector que comprende un
promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica NP del virus de la gripe, un vector que
comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica HA del virus de la gripe, un
vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica NA del virus de la
gripe, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica M1, un
vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica M2 del virus de la
gripe, y un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica NS2
del virus de la gripe.

3. Una composicién que comprende una pluralidad de vectores del ortomixovirus, que comprende:

un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de PA del virus
de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que
comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de PB1 del virus de la gripe
unido a una secuencia de terminacién de la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que comprende un
promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa al ADNc de PB2 del virus de la gripe unido a una
secuencia de terminacién de la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que comprende un promotor de la
ARN polimerasa | unido de forma operativa al ADNc de HA del virus de la gripe unido a una secuencia de
terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa
| unido de forma operativa a un ADNc de NP del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la
transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma
operativa al ADNc de NA unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector
que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa al ADNc de M del virus de la gripe
unido a una secuencia de terminacion de la ARN polimerasa |, un vector que comprende un promotor de la ARN
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polimerasa | unido de forma operativa al ADNc de NS del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de
la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un
segmento de ADN que codifica PA del virus de la gripe, un vector que comprende un promotor unido de forma
operativa a un segmento de ADN que codifica PB1 del virus de la gripe, un vector que comprende un promotor unido
de forma operativa a un segmento de ADN que codifica PB2 del virus de la gripe, un vector que comprende un
promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica NP del virus de la gripe, y un vector que
comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido a las secuencias no codificantes 5' del virus de la gripe unidas
al ADNc de interés o fragmento del mismo en orientaciéon complementaria unido a secuencias no codificantes 3' del
virus de la gripe unidas a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa I.

4. Una composiciéon que comprende una pluralidad de vectores del ortomixovirus, que comprende:

un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de PA del virus
de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que
comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de PB1 del virus de la gripe
unido a una secuencia de terminacién de la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que comprende un
promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa al ADNc de PB2 del virus de la gripe unido a una
secuencia de terminacién de la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que comprende un promotor de la
ARN polimerasa | unido de forma operativa al ADNc de HA del virus de la gripe unido a una secuencia de
terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa
| unido de forma operativa a un ADNc de NP del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la
transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma
operativa al ADNc de NA unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector
que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa al ADNc de M del virus de la gripe
unido a una secuencia de terminacion de la ARN polimerasa |, un vector que comprende un promotor de la ARN
polimerasa | unido de forma operativa al ADNc de NS del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de
la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un
segmento de ADN que codifica PA del virus de la gripe, un vector que comprende un promotor unido de forma
operativa a un segmento de ADN que codifica PB1 del virus de la gripe, un vector que comprende un promotor unido
de forma operativa a un segmento de ADN que codifica PB2 del virus de la gripe, un vector que comprende un
promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica NP del virus de la gripe, un vector que
comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica HA del virus de la gripe, un
vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica NA del virus de la
gripe, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica M1 del
virus de la gripe, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que
codifica M2 del virus de la gripe, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de
ADN que codifica NS2 del virus de la gripe y un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido a
las secuencias no codificantes 5' del virus de la gripe unidas al ADNc de interés o fragmento del mismo en
orientacion complementaria unido a secuencias no codificantes 3' del virus de la gripe unidas a una secuencia de
terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |.

5. La composicion del punto 1 o 2 en la que los vectores de a) estan unidos.
6. La composicion del punto 1 o 2 en la que los vectores de b) estan unidos.
7. La composicion del punto 1 o 2 en la que cada vector de a) esta en un plasmido separado.
8. La composicion del punto 1 o 2 en la que cada vector de b) esta en un plasmido separado

9. La composicién del punto 1 o 2 en la que el promotor de los vectores de a) comprenden un promotor de la ARN
polimerasa |, promotor de la ARN polimerasa Il, promotor de la ARN polimerasa Ill, promotor T7 o promotor T3.

10. La composicién del punto 9 en la que el promotor de la ARN polimerasa | es un promotor de la ARN polimerasa |
humana.

11. La composicion de la reivindicacion 1 o 2 en la que cada uno de los vectores de b) comprende adicionalmente
una secuencia de terminacién de transcripcion de ARN.

12. La composicion del punto 1 o 2 en la que la secuencia de terminacion de transcripcion de vectores de a)
comprende una secuencia de terminacién de la transcripcién de la ARN polimerasa |, secuencia de terminacion de la
transcripcion de la ARN polimerasa |l, secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa Ill o una
ribozima.

13. La composicion del punto 1 o 2 que comprende adicionalmente un vector que comprende un promotor unido a
secuencias no codificantes 5' del virus de la gripe unidas al ADNc unido a secuencias no codificantes 3' del virus de
la gripe unidas a una secuencia de terminacion de la transcripcion.

14. La composicion del punto 1, 2, 3, 0 4, en la que uno cualquiera de los ADNc esta en la orientacion sentido.
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15. La composicion del punto 1, 2, 3, o 4, en la que uno cualquiera de los ADNc esta en la orientacion
complementaria.

16. Un procedimiento para preparar virus de la gripe, que comprende: poner en contacto una célula con la
composicion del punto 1, 2, 3 0 4 en una cantidad eficaz para producir virus de la gripe infecciosos.

17. El procedimiento del punto 16 que comprende adicionalmente aislar el virus.
18. Virus obtenido mediante el procedimiento del punto 16.
19. Una composicién que comprende una pluralidad de vectores del ortomixovirus, que comprende:

un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de PA del virus
de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que
comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de PB1 del virus de la gripe
unido a una secuencia de terminacién de la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que comprende un
promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa al ADNc de PB2 del virus de la gripe unido a una
secuencia de terminacién de la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que comprende un promotor de la
ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de NP del virus de la gripe unido a una secuencia de
terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |, un vector que comprende un promotor unido de forma
operativa a un segmento de ADN que codifica PA del virus de la gripe, un vector que comprende un promotor unido
de forma operativa a un segmento de ADN que codifica PB1 del virus de la gripe, un vector que comprende un
promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica PB2 del virus de la gripe, un vector que
comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica NP del virus de la gripe, un
vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica HA del virus de la
gripe, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica NA del
virus de la gripe, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que
codifica M1 del virus de la gripe, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de
ADN que codifica M2 del virus de la gripe, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un
segmento de ADN que codifica NS2 del virus de la gripe y un vector que comprende un promotor de la ARN
polimerasa | unido a las secuencias no codificantes 5' del virus de la gripe unidas al ADNc complementario unido a
secuencias no codificantes 3' del virus de la gripe unidas a una secuencia de terminacién de la transcripcion de la
ARN polimerasa I.

20. Un procedimiento para preparar un vehiculo de administracion de genes, que comprende: poner en contacto
células con la composicion del punto 19 en una cantidad eficaz para producir virus de la gripe, y aislar el virus.

21. Virus obtenido mediante el procedimiento del punto 20.

22. Una célula puesta en contacto con la composicion del punto 1, 2, 3,4 o0 19.
23. Una célula infectada con el virus del punto 18.

24. Una célula infectada con el virus del punto 21.

25. Un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de PA del
virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |.

26. Un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de PB1 del
virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |.

27. Un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa al ADNc de PB2 del
virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |.

28. Un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de NP del
virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |.

29. Un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de HA del
virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |.

30. Un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de NA del
virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa .

31. Un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de M1 del
virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |.

32. Un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de M2 del
virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |.
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33. Un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de NS2 del
virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |.

34. Un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de M del
virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |.

35. Un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de NS del
virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa .

36. Una célula hospedadora, cuyo genoma se aumenta de forma estable con al menos uno de los siguientes:

una molécula de ADN recombinante, que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un
primer sitio Jox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a un
segundo sitio lox unido a una region que codifica HA del virus de la gripe;

una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un
primer sitio Jox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcién unida a un
segundo sitio lox unido a una region que codifica NA del virus de la gripe;

una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unida a un
primer sitio /ox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de transcripcion unida a un
segundo sitio fox unido a una region que codificaba M1 del virus de la gripe;

una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un
primer sitio Jox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a un
segundo sitio fox unido a una region que codifica NS2 del virus de la gripe;

una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un
primer sitio Jox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcién unido a un
segundo sitio lox unida a una region que codifica M2 del virus de la gripe;

una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un
primer sitio Jox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcién unido a un
segundo sitio fox unido a una region que codifica PA del virus de la gripe;

una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un
primer sitio Jox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unido a un
segundo sitio fox unido a una region que codifica PB1 del virus de la gripe;

una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un
primer sitio Jox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcién unida a un
segundo sitio lox unido a una region que codifica PB2 del virus de la gripe; o

una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unida a un
primer sitio Jox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a un
segundo sitio lox unido a una region que codifica NP del virus de la gripe.

37. La célula hospedadora del punto 36 que se aumenta con una molécula de ADN recombinante que comprende un
promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio /ox unido a un segmento de ADN que
comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a una regién que codifica
HA del virus de la gripe; una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula
hospedadora unido a un primer sitio lox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de
la transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a la regién que codifica NA del virus de la gripe; una molécula de
ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio /ox unido
a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada unida a un segundo sitio /ox unido a la regién que
codifica M1 del virus de la gripe; una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la
célula hospedadora unido a un primer sito /ox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de
parada de la transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a una regién que codifica NS2 del virus de la gripe y
una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un
primer sitio Jox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a un
segundo sitio /ox unido a una region que codifica M2 del virus de la gripe.

38. La célula hospedadora del punto 36, en la que se aumenta la célula hospedadora con una molécula de ADN
recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer sito lox unido a un
segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a
una region que codifica NS2 del virus de la gripe.

39. La célula hospedadora del punto 36, 37 o 38 en la que los sitios lox son sitios loxP.
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40. Un procedimiento para preparar virus de la gripe infecciosos de replicacion defectuosa, que comprende:

i) poner en contacto la célula hospedadora del punto 36 o 37 con un virus de la gripe recombinante que comprende:
ARNv que comprende un marco de lectura abierto Cre y ARNv que comprende genes de la gripe no presentes en el
genoma de la célula hospedadora; y

ii) recuperar el virus de la célula hospedadora.
41. Un procedimiento para preparar virus de la gripe infecciosos de replicacion defectuosa, que comprende:

i) poner en contacto la célula hospedadora del punto 38 con un virus de la gripe recombinante que comprende:
ARNv que comprende un marco de lectura abierto Cre, ARNv que comprende PA, ARNv que comprende PB1, ARNv
que comprende PB2, ARNv que comprende NP, ARNv que comprende HA, ARNv que comprende NA, ARNv que
comprende M1, y ARNv que comprende M2; y

ii) ) recuperar el virus de la célula hospedadora.
42. Un procedimiento para preparar virus de la gripe infecciosos de replicacion defectuosa, que comprende:

i) poner en contacto la célula hospedadora del punto 38 con un virus de la gripe recombinante que comprende:
ARNv que comprende un marco de lectura abierto Cre, ARNv que comprende PA, ARNv que comprende PB1, ARNv
que comprende PB2, ARNv que comprende NP, ARNv que comprende HA, ARNv que comprende NA, y ARNv que
comprende M; y

ii) recuperar el virus de la célula hospedadora.
43. Un procedimiento para preparar virus de la gripe infecciosos de replicacion defectuosa, que comprende:

i) poner en contacto la célula hospedadora del punto 36 o 37 con un vector que comprende un promotor funcional en
la célula hospedadora unido de forma operativa al segmento de ADN que codifica Cre, y una pluralidad de vectores
que comprende cada uno un promotor unido de forma operativa a un gen de la gripe que no se expresa por la célula
hospedadora; y

ii) recuperar el virus de la célula hospedadora.

44. Virus preparado mediante el procedimiento del punto 41.
45. Una célula infectada con el virus del punto 44.

46. Virus preparado mediante el procedimiento del punto 42.
47. Una célula infectada con el virus del punto 46.

48. Virus preparado mediante el procedimiento del punto 43.
49. Una célula infectada con el virus del punto 48.

50. Virus preparado mediante el procedimiento del punto 40.
51. Una célula infectada con el virus del punto 50.

52. El procedimiento del punto 40, en el que el virus recombinante comprende adicionalmente ARNv que comprende
un marco de lectura abierto deseado.

53. El procedimiento del punto 43 en el que la pluralidad de vectores comprende adicionalmente un vector que
comprende un promotor unido a la region no codificante 5' del virus de la gripe unida a un marco de lectura abierto
deseado unido a la regién no codificante 3' del virus de la gripe.

54. El procedimiento del punto 41 o 42, en el que el virus recombinante comprende adicionalmente ARNv que
comprende un marco de lectura abierto deseado.

55. Una célula hospedadora, cuyo genoma se aumenta con una molécula de ADN recombinante que comprende un
promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio /ox unido a un segmento de ADN que
comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a una region que codifica
proteinas de unién a superficie de la célula hospedadora; una molécula de ADN recombinante que comprende un
promotor funcional en la célula hospedadora unida a un primer sitio /ox unido a un segmento de ADN que
comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a una region que codifica
proteinas de fusién; una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula
hospedadora unido a un primer sitio /ox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de
la transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a una region que codifica M1 del virus de la gripe; una molécula
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de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio /ox
unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a un segundo sitio
lox unido a una region que codifica NS2 del virus de la gripe; una molécula de ADN recombinante que comprende un
promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio lox unido a un segmento de ADN que
comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a una region que codifica
M2 del virus de la gripe.

56. La célula hospedadora del punto 56, en la que la proteina de unién a superficie de la célula hospedadora es HA.
57. La célula hospedadora del punto 56, en la que la proteina de fusion es NA.
58. La célula hospedadora del punto 56, en la que los sitios /ox son sitos loxP.

59. Una célula hospedadora, cuyo genoma se aumenta con una molécula de ADN recombinante que comprende un
promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio /ox unido a un segmento de ADN que
comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a un segundo sitio /ox unido a una region que codifica
proteinas de fusién y de unién a superficie de la célula hospedadora; una molécula de ADN recombinante que
comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un primer sitio /ox unido a un segmento de ADN
que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a un segundo sitio /oxP unido a una region que
codifica M1 del virus de la gripe; una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la
célula hospedadora unido a un primer sitio /ox unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de
parada de la transcripciéon unida a un segundo sitio /ox unido a una region que codifica NS2 del virus de la gripe; y
una molécula de ADN recombinante que comprende un promotor funcional en la célula hospedadora unido a un
primer sitio /oxP unido a un segmento de ADN que comprende una secuencia de parada de la transcripcion unida a
un segundo sitio /ox unido a una regién que codifica M2 del virus de la gripe.

60. La célula hospedadora del punto 59, en la que los sitios /ox son sitos loxP.
61. Un procedimiento para preparar virus de la gripe infecciosos de replicacion defectuosa, que comprende:

i) poner en contacto la célula hospedadora de la reivindicacion 55 o 59 con un virus de la gripe recombinante que
comprende: ARNv que comprende un marco de lectura abierto Cre, ARNv que comprende PA, ARNv que
comprende NP, ARNv que comprende PB1, ARNv que comprende PB2; y

ii) recuperar el virus de la célula hospedadora.
62. Virus preparado mediante el procedimiento del punto 61.
63. Una célula infectada con el virus del punto 62.

64. El procedimiento del punto 61, en el que el virus recombinante comprende adicionalmente ARNv que comprende
un marco de lectura abierto deseado.

65. La composicion del punto 3, 4 0 19, en la que el ADNc complementario que comprende el marco de lectura
abierto deseado codifica un péptido o polipéptido inmunogénico de un patdgeno.

66. Un procedimiento para preparar virus de la gripe, que comprende: poner en contacto una célula con la
composicion del punto 65 en una cantidad eficaz para producir virus de la gripe.

67. El procedimiento del punto 66 que comprende adicionalmente aislar el virus.
68. Virus obtenido mediante el procedimiento del punto 67.

69. El procedimiento del punto 52, 53 o 64 en el que el marco de lectura abierto codifica un péptido o polipéptido
inmunogénico de un patégeno.

70. Virus obtenido mediante el procedimiento del punto 69.

71. El procedimiento del punto 54 en el que el marco de lectura abierto codifica un péptido o polipéptido
inmunogénico de un patégeno.

72. Virus obtenido mediante el procedimiento del punto 71.

73. Un procedimiento para inmunizar a un individuo frente a un patégeno, que comprende administrar al individuo
una cantidad del virus del punto 68, 70 o 72, eficaz para inmunizar al individuo.

74. Un procedimiento que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de
virus de ARN con sentido positivo unido una secuencia de terminacién de la transcripciéon de la ARN polimerasa I.

75. El vector del punto 74, en el que el ADNc esta en orientacion sentido.
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76. EL vector del punto 74, en el que el ADNc esta en orientacion complementaria.

77. Una composicion que comprende un vector que comprende un promotor de la ARN polimerasa | unido de forma
operativa a un ADNc de virus de ARN con sentido positivo en orientacién sentido unido a una secuencia de
terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa I; y un vector que comprende un promotor de la ARN
polimerasa | unido de forma operativa a un ADNc de virus de ARN con sentido positivo en orientacion
complementaria unido a una secuencia de terminacién de la transcripcion de la ARN polimerasa |.

78. Un procedimiento para preparar virus infecciosos que comprende poner en contacto una célula hospedadora con
el vector del punto 74 para producir virus infecciosos.

79. Un procedimiento para preparar virus infecciosos que comprende poner en contacto una célula hospedadora con
la composicién del punto 77 para producir virus infecciosos.

80. Un procedimiento para preparar el virus de la gripe, que comprende poner en contacto una célula con un vector
que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de PA del virus de la gripe unido a una secuencia
de terminacién de la transcripcion, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de
PB1 del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion, un vector que comprende un
promotor unido de forma operativa a un ADNc de PB2 del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de
la transcripcion, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de HA del virus de la
gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion, un vector que comprende un promotor unido de
forma operativa a un ADNc de NP del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcién, un
vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de NA unido a una secuencia de
terminacion de la transcripcion, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de M del
virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion y un vector que comprende un promotor
unido de forma operativa a un ADNc de NS del virus de la gripe unido a una secuencia de terminacion de la
transcripcion, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica
PA del virus de la gripe, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que
codifica PB1 del virus de la gripe, un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de
ADN que codifica PB2 del virus de la gripe y un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un
segmento de ADN que codifica NP del virus de la gripe, para producir virus infecciosos.

81. El procedimiento del punto 80, que comprende adicionalmente un vector que comprende un promotor unido de
forma operativa a un segmento de ADN que codifica HA del virus de la gripe, un vector que comprende un promotor
unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica NA del virus de la gripe, un vector que comprende un
promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica M1, un vector que comprende un promotor
unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica M2 del virus de la gripe, y un vector que comprende
un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica NS2 del virus de la gripe.

82. El procedimiento del punto 80 u 81 que comprende adicionalmente un vector que comprende un promotor unido
a secuencias no codificantes 5' del virus de la gripe unidas a un ADNc de interés o fragmento del mismo en
orientacion complementaria unido a secuencias no codificantes 3' del virus de la gripe unidas a una secuencia de
terminacion de la transcripcion.

83. El procedimiento de uno cualquiera de los puntos 80 a 82 comprende adicionalmente aislar el virus.
84. Virus obtenido mediante el procedimiento del punto 83.

85. Una célula puesta en contacto con el virus del punto 84.

86. Una célula infectada con el virus del punto 84.

87. Un procedimiento para inmunizar a un individuo frente a un patégeno, que comprende administrar al individuo
una cantidad del virus de la reivindicacion 84, eficaz para inmunizar al individuo.

88. Un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc que comprende al menos una
porcién del genoma de un virus de ARN con cadena negativa unido a una secuencia de terminaciéon de la
transcripcion.

89. El vector del punto 88, en el que el ADNc es una porcion de un virus de ARN de cadena sencilla no segmentado.
90. El vector del punto 88, en el que el ADNc se obtiene de virus de ARN de cadena sencilla segmentado.
91. El vector del punto 88, en el que el promotor es un promotor de la ARN polimerasa |.

92. El vector del punto 88, en el que la secuencia de terminacién de la transcripcidn es una secuencia de
terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |.

93. Una composicion que comprende una pluralidad de vectores virales que comprenden a) al menos un vector que
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comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc que comprende al menos una porcion del genoma de
un virus de ARN con cadena negativa unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion; y b) al menos un
vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica al menos una
proteina viral del virus de ARN con cadena negativa.

94. La composicion del punto 93, en la que el promotor del vector de a) es un promotor de la ARN polimerasa |.

95. La composicion del punto 93, en la que el vector de a) comprende adicionalmente una secuencia de terminacion
de la transcripcion.

96. La composicion del punto 95, en el que la secuencia de terminacién de la transcripcién es una secuencia de
terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa |.

97. Un procedimiento de preparacion de virus que comprende poner en contacto una célula hospedadora con la
composicion del punto 88 para producir virus infecciosos.

98. Un procedimiento de preparacion de virus que comprende poner en contacto una célula hospedadora con el
vector del punto 93 para producir virus infecciosos.

99. Virus aislado mediante el procedimiento del punto de uno cualquiera de los puntos 97 o 98.

100. Uso de los virus de uno cualquiera de los puntos 18, 21, 44, 46, 48, 50, 62, 68, 70, 72, 84 0 99.
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REIVINDICACIONES
1. Una célula puesta en contacto con una pluralidad de vectores del ortomixovirus, que comprende:

(i) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de PA del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(i) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de PB1 del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(iii) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de PB2 del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacion de la transcripcion,

(iv) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de HA del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(v) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de NP del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(vi) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de NA del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(vii) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de M del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(viii) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un ADNc de NS del virus de la gripe unido a
una secuencia de terminacién de la transcripcion,

(ix) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido PA de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion,

(x) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido PB1 de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion,

(xi) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido PB2 de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion, y

(xii) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido NP de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion

en donde dicha célula expresa dicho ortomixovirus.

2. La célula segun la reivindicacion 1, en la que la célula se pone en contacto adicionalmente con una
pluralidad de vectores del ortomixovirus, que comprende:

(xiii) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido HA del virus de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion,

(xiv) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido NA del virus de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion,

(xv) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido M1 del virus de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion,

(xvi) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido M2 del virus de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion, y

(xvii) un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a un segmento de ADN que codifica un
polipéptido NS2 del virus de la gripe y unido a una secuencia de terminacion de la transcripcion

en donde dicha célula expresa dicho ortomixovirus.

3. La célula segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, , en donde el promotor del vector es un
promotor seleccionado del grupo que consiste en un promotor de la ARN polimerasa |, un promotor de la ARN
polimerasa Il, un promotor de la ARN polimerasa lll, un promotor T7 y un promotor T3.

4. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el promotor del vector es un
promotor de la ARN polimerasa |.

5. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el promotor del vector es un
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promotor de la ARN polimerasa | humana.

6. La célula seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la secuencia de terminacion
de transcripcion se selecciona del grupo que consiste en una secuencia de terminacion de la transcripcion
seleccionada entre una secuencia de terminacién de la transcripcién de la ARN polimerasa |, una secuencia de
terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa Il, una secuencia de terminacién de la transcripcion de la ARN
polimerasa lll y una ribozima.

7. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde dos o mas vectores estan
unidos fisicamente.

8. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde uno o mas vectores estan en
plasmidos separados.

9. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende adicionalmente la etapa
de introducir al menos una mutacién en uno o mas del ADNc de PA de la gripe, el ADNc de PB1 de la gripe, el ADNc
del PB2 de la gripe, el ADNc de HA de la gripe, el ADNc de NP de la gripe, el ADNc de NA de la gripe, el ADNc de M
de la gripe o el ADNc de NS de la gripe, antes de introducir el vector en las células hospedadoras.

10. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende adicionalmente la etapa
de introducir al menos una mutacion en el ADNc de HA de la gripe antes de introducir los vectores en las células
hospedadoras.

11. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que uno o mas vectores
comprenden adicionalmente secuencias no codificantes 3'y 5' de un virus de la gripe.

12. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que un vector codifica un péptido
inmunogénico o proteina utiles como una vacuna.

13. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en la que las células son células de
mamifero.

14. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en la que el ADNc esta en una

orientacion sentido.

15. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en la que el ADNc esta en una
orientacion antisentido.
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PolI-5'WPB2

CAC ACA CGT CTC GTA TTA GTA GAA ACA AGG TCG TTT TTA AAC_TAT TCG
CTA A T GG G T TCT T GG

Longitud: 80 nt Solapamiento: 26 nt

PollI-3'WPB2

CAC ACA CGT CTC CGG GAG CGA AAG CAG GTC AAT TAT ATT CAA TAT GGA

AAG ART AAR AGA ACT AAG G

Longitud: 67 nt Solapamiento: 24 nt

PQlI-5'WPBL

CAC ACA CGT CTC GTA TTA GTA GAA ACA AGG CAT TTT TIC ATG AAG GAC
TA _AAT TCA C TTT TTG G TCT GA TTC _AAT

Longitud: 89 nt Solapamiento: 26 nt

PolI-3'WPB1
CAC ACA CGT CTC CGG GAG CGA AAG CAG GCA AAC CAT TTG AAT GGA TGT
T C

CAA TCC GAC TTT ACT TTT
Longitud: 67 nt Solapamiento: 27 nt

PolI-5'WPA
CCA ACC CGT CTC CTA TTA GTA GAA ACA AGG TAC TTT TTT GGA CAG TAT
GGA TAG CAA ATA GTA GCA TTG CCA CAA CTA TCT CAA TGC ATG TGT GAG

GAA GGA G

Longitud: 103 nt Solapamiento: 25 nt

Poll-3 WPA

CCA ACC CGT CTC CGG GAG A AAG CA CTG ATT AAT G A
TTT_TGT GCG ACA ATG CTT C

Longitud: 67 nt Solapamiento: 27 nt

Poll-S'WHA

CAC ACA CGT CTC CTA TTA GTA CA AGG GTG TTT c
Longitud: 40 nt Solapamiento: 22 nt

PolI-3'WHA

CAC ACA CGT CTC CGG GAG CAA AAG CAG GGG AAA AT AAA AAC AAC C
Longitud: 46 nt Solapamiento: 29 nt ‘

FIG. 6A
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P

CAC ACA CGT CTC
Longitud: 47 nt

Poll -3 'WNP
CAC ACA CGT CTC

Longitud: 42 nt

PolI-S'WNA
CAC ACA CGT CTC
Longitud: 46 nt

PplI-3°*

CAC ACA CGT CTC
Longitud: 48 nt

PolI-S5'WM
CAC ACA CGT CTC
Longitud: 47 nt

Poll-3 WM
CAC ACA CGT CTC
Longitud: 41 nt

PolI-5'WNS
CAC ACA CGT CTC

IAA GC
Longitud: 53 nt

Poll-3 'WNS
CAC ACA CGT CTC
Longitud: 46 nt

Cursiva:
Subrayado:

CTA

CGG

CTA

CGG

CTA

CGG

CTA

CGG
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TTA_GTA GAA ACA AGG GTA TTT TTC TIT AAT TG
Solapamiento: 30 nt

GA CAG GGT AGA TAA TCA CTC
Solapamiento: 26 nt

TTA_GTA GAM ACA AGG AGT TTT TTG AAC AAA C
Solapamiento: 29 nt

GAG _CGA AAG CAG GAG TTT AAA TGA ATC CAA ACC
Solapamiento: 32 nt

TTA_GTA GAA ACA AGG TAG TTT TTT ACT C

Solapamiento: 30 nt

G G _GT T AG

Solapamiento: 26 nt

GAG G

TTA CA AGG GT TTT ATT

Solapamiento: 36 nt

GAG CAA AAG CAG GGT c A TA ATG G

Solapamiento: 30 nt

secuencia de reconocimiento de BsmBI
secuencia del virus de la gripe

Subrayado + negrita: regién codificadora del virus de la gripe

FIG. 6B
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FIG. 8
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FIG. 9B
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FIG. 10A
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FIG. 10B
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FIG. 11
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